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(57) Abstract 

A process is disclosed for carrying out particularly sensitive immuo-as- 
says and other assays that rely on molecule-receptor, DNA strand-complemen- 
tary DNA strand and foreign molecule-host molecule interaction forces, with 
rapid and repetitive measurements of the current density or fluorescent light 
and double measurement and comparison/quotient calculation in at least two 
measurement zones or calibration in an analogue manner to the inner standard 
method, by using stable redox or IR-fluorescence marked analyte molecules in 
immuno-assays and the like. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Durchfuhrung besonders empfindlicher Immuno-Assays 
und weiteren Assays, die auf Molekul-Rezeptor-, DNA-kompIementar-DNA- 
Strang- sowie Gast-Wirtsmolekul-Wechselwirkungskraften benihen, mit 
schnellen und repetitiven Messungen der Stromstarke oder des Fluoreszenz- 
lichtes und Doppelmessung und Vergleich/Quotientenbildung in mindestens 
zwei MeBzonen bzw. Kalibrierung analog der Methode des inneren Standards, 
unter Verwendung stabiler redox- oder IR-fluoreszenzmarkierter Analytmole- 
kule bei Immuno-Assays und ahnlichen Assays. 
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Verfahren und Vorrlchtung zur Empf 1 ndl ichkeits- und Selektiv1tatsste1ge- 
rung be1 Immuno-Assays, Moleklil-Rezeptor-, DNA-komplementar-DNA- und 
Gast-W1rtsmol ekQl -Wechsel w1 rkungs-Assays 

Die Erflndung rlchtet s1ch auf e1n allgemeln anwendbares Verfahren, das 
aus einer Kombination ausgewahlter Schritte besteht und Vorrichtungen 
fllr extrem empflndllche und ungestbrte Konzentrat1onsbest1mmungen belle- 
blger Ant1kfirper-Ant1genpaar, komplementarer MolekUl -Rezeptorpaare, kom- 
plementarer DNA-Strange sowie selektlver Gast-/ Wlrtsmoleklilpaare. 
Ferner betrifft s1e e1ne Vorrlchtung zur Empf i ndl Ichkeits- und 
Selekt1v1tatsste1gerung bei Immuno-Assays, MoT ekQl -Rezeptor-, 
DNA-komplementar-DNA- und Gast-W1rtsmolekQl -Wechselwlrkungs-Assays . 

Die quantitative Analyse komplexer Stoffgemlsche unter Ausnutzung der 
sehr selektlven Ant1korper-Ant1gen-B1ndung (SchlQssel -SchloB-Prlnzip) 
und der DNA-PaarbUdung be1 den sog. DNA-Sonde : n 1st 1n der B1ochem1e und 
kllnlschen Chemle e1ne etabllerte Analysenmethode und dementsprechend 
welt verbreltet. Meist werden kompetUlve Tests m1t marklerten Antlge- 
nen, Antlkorpern Oder DNA-Mol ektil en benutzt. Be1m Radlo-Immuno-Assay 
(RIA) 1st das der MeBiesung zugesetzte Antigen (bzw. das Antlkorpermole- 
kQl be1 der Sandwlch-Methode) radloaktlv marklert. Be1m Enzym-Immuno- As- 
say (EIA oder das heterogene Enzym-L1nked-Adsorbend-Assay, ELISA) ist an 
den betreffenden Markermoleklilen e1n sog. Marker-Enzym gebunden. D1ese 
marklerten MolekQle konkurrleren m1t den zu messenden, unmarkierten Mo- 
lekQlen (zu bestlmmender Stoff - Analyt) urn die Blndung an den melst 
tragergebundenen Antlkorper (bzw. DNA-Sequenz) , so daB s1ch die unbe- 
kannte Menge Antigen (DNA-Art und Menge) bestimmen laBt, wenn zum Ver- 
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glelch ein Test mit einem Antigen (DNA-MolekUl) bekannter Konzentration 
durchgefQhrt wlrd. Die MeBslgnale sind be1 dieser Methode umgekehrt pro- 
portional zur Konzentration. Bel den sog. Sandwichtests werden marklerte 
Antikdrper benutzt. D1ese blnden sandwlchartig an AntigenmolekUle an 
die 1hrerse1ts zuvor konzentrationsabhfiglg an trSgergebundene Antlkflrper 
gebunden sind. 

Die sehr spezlfische Bindung zweier komplementarer MolekUle erlaubt na- 
tUrllch auch umgekehrt die quantitative Bestimmung des grflBeren Partners 
(Ant1k6per-, Rezeptor- Analyse resp. des kompl ementaren DNA-Mol ekUl s 
(oder Blo-Oberflache), welches mlndestens in einem Tellbereich e1ne kom- 
plementare DNA-Sequenz zur marklerten Sequenz aufwelst) und sind daher 
die wichtigsten blochemlschen Analysenverfahren. Nachdera es Inzwischen 
■flgllch 1st, auch fQr kleinere MolekUle (Haptene) monoklonale Antikbrper 
1n belleblgen Mengen zu produzleren, werden dlese Immunol oglschen Metho- 
den auch fQr die Umweltanalytlk zunehmend bedeutsam. Be1sp1elswe1se kann 
man unter Verwendung monoklonaler Antlkflrper fQr die verschledenen 
Dioxlne die gesamten Analysenkosten dadurch erheblich senken, daB nur 
bei posltivem Ergebnis des Immunol oglschen Tests die sehr teuere GC-MS 
Analyse durchgefQhrt werden muB (Screening). 

Die inzwischen traditional len Immunol oglschen Bestlmmungsverf ahren (RIA 
und EIA bzw. ELISA) welsen erhebliche Nachtelle auf, die hinlangllch be- 
kannt sind. Entweder treten wegen der Verwendung radioaktlven Materials 
Entsorgungs-, Versand- und Lagerprobl erne auf oder man muB mit einer Be- 
elnflussung der Immunol oglschen Reaktlon durch das meist, vergllchen zum 
relatlv klelnen AntlgenmolekQl , volumlnSse EnzymmolekQl rechnen. Enzym- 
marklerte Antigen- oder AntikfirpermolekQle (bzw. elnes der Partner von 
MolekQl -Rezeptor-, 6ast-W1rtsmolekQl-, DNA-komplementar DNA-Wechselw1r- 
kungsmethoden) weisen alle Nachteile enzymatlscher Verf ahren auf Die 
Lebensdauer des Enzyms 1st begrenzt und die enzymatlsche Reaktion (B1o- 
katalyse) kann bei unbekannten Umweltmatrlces durch Inhlbitoren oder En- 
zymglfte (z.B. Schwermetalle) empfindUch gestfirt werden, so daB falsche 
Ergebnisse auftreten. Meist muB die enzymmarki erte Verblndung aus Stabl- 
UtatsgrQnden kQhl gelagert werden. Wegen dieser abnehmenden Aktlvitat 
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s1nd zusatzllche Kal 1br1erschr1tte erforderllch und die GLP-R1chtl inlen 
(Gute Labor Praxis), die be1 quantltatlven Analysen elngehalten werden 
mQsssen, erfordern durch RQckstel 1 proben e1ne Menge der teureren Enzym- 
marklerten Verblndungen. Auch 1st e1ne Phasentrennung erforderllch, e1n 
Substrat muB zugegeben werden, wodurch die Handhabung sehr kompl1z1ert 
wird. Die erf order! ichen Arbeltsschritte benStigen l.d.R. einige Stun- 
den. Ohne Phasentrennung laufen die sog. homogenen Enzym-Immuno-Assays 
(EMIT) ab, die kompetUlv arbelten und s1ch nur filr kleine Antigenmole- 
kllle elgnen. 

Uber e1ne elnfache und allgemein anwendbare analytlsch-chemlsche Ausnut- 
zung selektlver MolekQl-Rezeptor Wechselwlrkungskrafte, DNA-Paarb1l- 
dungsreaktlonen sowle der glelchermaBen selektlven Gast-W1rtsbez1ehungen 
der supramolekularen Chemie zum Zwecke elner quantltatlven Bestlmmung 
oder gar zum Aufbau von entsprechenden Sensoren exlstleren nur wenlge 
Vorarbelten. 

Der vortellhafte Aufbau elnes elnfachen und prelswerten el ektrocheml - 
schen MeBsystems, das 1n Form der Potentlometrie oder Amperometrle den 
geHngsten apparatlven Aufwand erfordert, scheltert 1n der Regel daran, 
daB der zu bestlmmende Stoff (Analyt) nlcht als potential best Inunendes 
Ion, sondern als neutrales MolekUl vorllegt bzw. nlcht el ektrocheml sch 
selektlv umgesetzt werden kann. Die Verwendung optlscher Methoden (Spek- 
tralphotometrie, Fluoreszenzmessung, ElUpsometrie, Surface Plasmon Re- 
sonance Spektroskople, Methode der evaneszenten Welle, usw.) zur Erf as- 
sung der oben erwahnten spezlfl schen MolekQl-WechselwIrkungen 1st be- 
schrleben worden. E1n1ge kOnnen die Immunol oglsche Reaktlon auch ohne 
marklerten Partner aufgrund der Anderung des Brechungslndexes an elner 
Phasengrenze erfassen, haben aber groBe Probleme be1 klelnen Analytmole- 
kQlen (w1e 1n der Umweltanalytlk Qbllch) 1m Spurenberelch (< 1 ppm), da 
die nlchtspezifische Blndung von storenden Begleltstoffen, die sogar 
melst 1n elnem groBen UberschuB neben dem Analyten 1n elner real en Probe 
mltanwesend s1nd, empf1ndlichke1tsl Imitierend 1st. 
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Optische Verfahren m1t den Qbltchen Fluoreszenzmarkern, die eine Anre- 
gungswellenlange 1m UV Oder sichtbaren Berelch erfordern, ben6t1gen e1- 
nen hohen apparatlven Aufwand, der einer weltverbrelteten Routlneanwen- 
dung in Wege steht. Der Aufwand zur Stabilisierung der Lichtquelle, zur 
Monochromatlslerung mittels eines streullchtfrelen Monochromators, zur 
Vermeldung von FremdHchtelnflussen, zur Enipf1ndl1chke1ts S te1gerung etc 
erfordert apparative Aufbauten, die sehr komplex und damit teuer s1nd 
AuBerdem werden neben den fluoreszlerenden MolekUlgruppen des Markers 
auch vlele Stoffe in typisch blologlschen Matrices mltangeregt (z.B 
Tryptophan u.a.), so daB 1hre Fluoreszenz nlcht von der des Markermole- 
kuls unterschleden werden kann, was die Nachwelsgrenze extrem ver- 
schlechtert. Led1gl1ch die Marklerung mittels spezleller Fluoreszenzmar- 
ker, die nach der Methode der zeltverzfigerten Fluoreszenz arbeiten, kann 
diese Probleme umgehen. Diese Methode benfitlgt aber teurere GerSte und 
wlrd praktlsch nur mittels sog. Enhancement-SchHtte zur Stelgerung der 
EmpflndHchkeit durchgeftlhrt, was aber elnen zusatzllchen Arbeltsgang 
bedeutet. 

In der deutschen Patentanmeldung DE 3916432 Al von 1990 wlrd ein poten- 
tlometnsches Verfahren zur Detektlon einer Immune -Reaktl on zwlschen un- 
marklerten kompl ementfiren Partnern beschrieben, welches aber ebenfalls 
be1 kleineren AnalytmolekQlen in einem Bereich unter 1 ppm anwendbar 1st. 

Bel Immuno-Assays, die wie die Affinitatschromatographle betrleben wer- 
den und be1 denen eine Verdrangungsreaktion m1t einem markierten Analyt- 
molekQl ausgenutzt wlrd, beschrelbt der Stand der Technlk bisher nur 
Messungen mittels DurchfluBmeBzellen, bei denen die Wechselw1rkungze1t 
(-relne MeBzelt) m1t den messenden GrfiBen (L1cht, Strom etc.), durch die 
Stromungsgeschwlndigkeit vorgegeben, relativ kurz (nur wenlge Sekunden) 
1st. Eine derartig kurze MeBzeit erlaubt vor allem bei DurchfluBmessun- 
gen kelne hohe elektronische DSmpfung. Daher s1nd der elektronischen 
Oder optoelektronlschen Verstarkungstechnlk durch das 1n den empflnd- 
lichsten Berelchen stark abfallende Signal -zu-Rausch-VerhSltn1s 
(S/R-VerhSltms) Grenzen gesetzt. Ebenfalls unmfigllch s1nd be1 den. 
schnellen Durchstromen der markierten Substanz durch den DurchfluB-De- 
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tektor Wiederholmessungen, die sich bei Mittelwertblldung ahnlich posi- 
t1v auf das S/R-VerhSltn1s auswirken. DarUber hlnaus ben6t1gen Wieder- 
holmessungen einen Bezugspunkt, d.h. eine Untergrundmessung (BUndwert- 
messung oder engl . blanc value), die eine ensprechende Vorrlchtung ver- 
langt. 

Uber eine elnfache und quasi automatlsche Abtrennung der ebenfalls aus 
der Immunol oglschen Reaktlonszone austretenden Probenmatrlx mit stflren- 
den Komponenten w1rd aufler 1m Zusammenhang m1t den heterogenen ELI - 
SA-Techn1ken, die einen zusatzllchen Abtrennungsschrltt vorschrelben, 1m 
Stand der Technlk nlchts berichtet. Dies 1st aber fur rlchtlge Messungen 
von zentraler Bedeutung und unabdlngbare Voraussetzung be1 repetltlven 
Messungen, bei denen sich natUrllch Fehlmessungen ebenfalls addleren. 

E1ne Glelchstellung von Immunoreaktlonen m1t Rezeptorreaktlonen bzw. 
DNA-Paarb1ldung und molekUlerkennenden Gast-/W1rtsmolekGl-E1nlagerungen 
bezugllch der erflndungsgemSBen, allgemein gtiltigen, sensorlsch ausnutz- 
baren Anordnung wurde blsher nlcht beschrleben, da die Marklerung m1t 
elnem volumlnosen Enzym dlese selektlven B1ndungsreakt1onen sehr stark 
behlndert (sterlsche Behlnderung) . Dies 1st be1 den relatlv klelnen Re- 
dox-Systemen oder IR-fluoresz1erenden MolekQlen nlcht der Fall. 

Es besteht daher e1n BedQrfnls fur eln generell anwendbares Verfahren 
und eine Vorrlchtung, die die bekannten Nachtelle der dlrekt anzelgenden 
und auch der m1t marklerten Immunol oglschen Partnern ablaufenden Verfah- 
ren (alle derzeltlgen Immuno-Assays) vermeldet. 

Die Aufgabe der Erfindung, die Empflndl Ichkeit zu erhdhen be1 glelchzel- 
tiger Vermlnderung der bekannten Querstorungen aller tradltlonellen Im- 
muno-Assays und ahnllcher Verfahren, w1rd errelcht Insbesondere durch 
die ausgewShlte Komb1nat1on von mehreren Verfahrensschrltten gemaB An- 
spruch 1. Zur Erzlelung der geforderten extrem nledrigen Nachwelsgrenze 
1m Spurenanalysenberelch werden erfindungsgemaB anstelle der anfalUgen 
und ungenauen enzymatischen Signal -Verstarkungsmethoden repetltlerbare 
elektrochemlsche und optlsche MeBmethoden zusammen m1t elner speziellen 
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el ektroni schen Signalaufbereitung (Slgnal-MlttelwertsbUdung) und ent- 
sprechenden MeBanordnungen angewandt. 

Der zu bestlmmende Immuno- Partner (Antigen oder Antlkfirper, MolekUl oder 
dazugehoriger Rezeptor, Gastmolekiil oder dazugehorlges Wlrtsmolektil , 
DNA-Strang und dazugehorlge kotnpl ementare Sequenz) w1rd be1 dem erfln- 
dungsgemaBen Verfahren entweder m1t elnem stabHen Redox-System oder el- 
ner stabllen, 1m Infrarotberelch (> 700 no) fluoreszlerenden Verblndung 
haltbar (z.B. kovalent gebunden) verbunden. Die Auswahl dleser belden 
Marker.-Molekulsorten erfolgte nach umfangrelchen Vorversuchen und an 
Hand bestlmmter KriteHen, die hlennlt offenbart werden. Als Redox-Sy- 
steme elgnen s1ch vorzugswelse anorganlsche oder organlsche Systeme m1t 
nohen Standardaustauschstromdlchten an Inerten Metal! el ektroden. Be1 den 
F uoreszenz-Markern s1nd MolekQle, die mit prelswerten Laserdloden zur 
Fluoreszenz 1m fernen Infrarot (> 800 nm) angeregt werden konnen, die 
vortellhaftesten MarkermolekQTe. 

Das erflndungsgemaBe Verfahren 1st elnfacher, empflndHcher, schneller 
richtlger und daher letztendUch auch prelswerter als alle blsher be- 
schrlebenen Immuno -As says. Vortellhafter 1st auch die dlrekte, extrem 
empflndHche und schnelle Erfassung von klelneren Antlgenen, die nach 
den oben erwShnten Offenlegungschrlften m1t den dort beschrlebenen Ver- 
fahren nur mangelhaft oder Qberhaupt nlcht mSgllch 1st. Gerade hier ex1- 
stlert aber e1n groBer Anwendungsbereich fur die neue MolekUl analytlk 
Schadstoffanalytlk) vor all em 1m Berelch des Umweltschutzes oder der 
Oberwachung von maxlmalen Arbe1tsplatzkonzentrat1onen sowle der kl1M- 
schen Chemle (med1z1n1schen Diagnose, Pathologle, Ger1chtsmed1z1n) . 

Das erflndungsgemaBe Verfahren kann unterschledl 1ch durchgefUhrt werden: 

In einer vortellhaften Version w1rd das marklerte Analytmolektll zuvor an 
dem ImmobUlslerten Partner gebunden. Das unmarklerte AnalytmolekUl 1n 
der Probe verdrangt be1 Kontakt m1t den gebundenen, marklerten Partnern 
sem marklertes GegenstUck (redox- oder fluoreszenzmarklertes Anti- 
gen- oder Ant1k6rpermolekQl . marklertes AnalytmolekQl) aus der OberflS- 
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chenblndung, welches dann durch eine Fliissigkeitsstromung wegtranspor- 
tlert w1rd. 

In einer anderen Version w1rd der Probe das markierte Analytmoleklil 1n 
elnem bekannten Verhaltnis zugesetzt und man laBt die Mlschung mlt den 
1mmobnis1erten Immuno-Partnern (worunter alle oben erwahnten komplemen- 
taren Systeme zu verstehen s1nd) 1n Wechselwlrkung treten. Je nach der 
Konzentratlon des Analyten werden unterschledl 1che Mengen des marklerten 
AnalytmolekQls kompetltlv gebunden, wobel eine umgekehrte Relation be- 
steht. Be1 belden Verslonen werden die nlchtgebundenen oder frelgesetz- 
ten marklerten AnalytmolekOle auf klelnstem Raum wleder mlttels des be- 
treffenden Immunol oglschen (komplementaren) Partners, der 1mmob1l1s1ert 
oder firtllch begrenzt und flxlert vorllegt, gesammelt, aufkonzentrlert 
und durch SpQlen von anhaftender Probenmatrlx gerelnlgt. 

Be1 der erflndungsgemaBen Vorrlchtung, be1 der eine elektrochemlsch und 
optlsch zugangllche Oberflache vorllegt, kann aber auch der Tell vermes - 
sen werden, der nlcht der El uatsamml ung entsprlcht. Be1m kompetltlven 
Test, be1 dem die Oberflache der Vorrlchtung vor Kontakt m1t der Probe 
m1t 1mmob1l1s1erten PartnermolekUlen bedeckt 1st, die m1t ihrem markler- 
ten Komplementannolekul abgesattlgt s1nd, kann auch die Abnahme der In- 
tensltat der Marklerung gemessen werden, die der Analytmenge proportio- 
nal 1st. Be1 dem anderen kompetltlven Test, bei-dem markierte und unmar- 
klerte AnalytmolekOle zusammen zu den 1mmob1l 1s1erten Komplementarmole- 
kQlen, die frele Blndungsstellen haben, zugesetzt werden, 1st die Zunah- 
me an marklerten MolekUlen 1n dlesem Oberflachenberelch der Konzentra- 
tlon des Analyten umgekehrt proportional. H1er 1st die Menge der mar- 
klerten Molekllle, die die Immunogene Zone ungebunden passleren, der 
Analytmenge dlrekt proportional. Be1 der Messung zugangllchen Oberfia- 
chen kann man also be1 einer derartlgen Immunol oglsch-analytlschen Vor- 
rlchtung das Analysenergebnis doppelt (redundant) erhalten. D1ese zwei- 
fache Best1mmungsm6gl1chke1t 1st neu und verbessert die Zuverlasslgkeit 
des gesamten Immuno-Assays erhebllch. Fehler und Stfirungen kbnnen durch 
die mangelnde Obere1nst1mmung dleser belden MeBwerte sofort erkannt wer- 
den. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren lauft auf e1ne Doppelbestlmmung des Ana- 
lyten hlnaus. Die Abnahme der Uber die Immunogene Zone 1ntegr1erten Sig- 
nal 1ntens1tat (konzentrationsproportional ) muB be1 einem VerdrSngungsas- 
say der betreffenden Zunahme 1n der "MolekQlf anger" -Zone (s. Abb 2) 
entsprechen. Analoges gilt auch fUr die Methode, be1 der das marklerte 
AnalytmolekQl vor jeder Analyse der Probe 1n einem bekannten VerhSltnls 
beigemischt w1rd. Durch e1n Auffangen der nlchtgebundenen marklerten und 
unmarklerten AnalytmolekQle in elner speziellen Fangerzone last sich aus 
der dort meBbaren Konzentratlon an marklerten AnalytmolkQlen dlrekt auf 
die Konzentratlon der unmarklerten AnalytmolekQle, die 1n der Probe vor- 
llegen, schHeBen. Je hfiher die Konzentratlon an marklerten Analytmole- 
kOlen nach dem Durchstromen der immunogenen Zone, desto hoher die Ana- 
lytkonzentratlon in der Probe. 

Ein weiterer Vorteil (empfindlicher und ungestbrter als bisherige Ver- 
fahren auf nlcht enzymatlscher Basis) der Erflndung 1st die Abtrennung 
der nlcht spezlflsch gebundenen Hatrixsubstanzen vor der eigentllchen 
Hessung sowle die Sammlung oder Anrelcherung der marklerten MolekQle auf 
elner flachen Oberflache, auf der unmarklerte PartnermolekQle m1t frelen 
Blndungsstellen fest angebunden s1nd, so daB s1e die marklerten Partner 
die den anderen Immunol oglschen B1ndungsbere1ch ungebunden durchlaufen ' 
haben oder dort durch den unmarklerten Analyten freigesetzt (aus der 
Blndung verdrangt) warden, spezlflsch anblnden. Die auf elner flachen 
Oberflache angebundenen marklerten Analytmolekule, deren Menge nach Ka- 
Hbratlon e1ne Information Qber die 1n der Probe vorliegenden (unmar- 
k le rten) AnalytmolekQle erlaubt, konnen dann, je nach Art der Markie- 
rung elektrochemlsch oder optlsch bestlmmt werden, wobel sowohl lange 
MeBzeiten m1t hoher Dampfung als auch zykHsche oder repetitive Messun- 
gen mit elektronlscher (oder rechnergestlltzter) M1ttelwertb1ldung mbg- 
I1ch slnd. Nach den Gesetzen der Statistik laBt sich durch N Messungen 
das Signal -zu-Rausch-Verh4ltn1s urn den Faktor Wurzel-N verbessern. 

Anstel le der spezlflsch bindenden Immuno-Partner-HolekUle mit freien 
Bindungsplatzen als selektlve "MolekQlf anger" nach der pHmaren kompeti- 
tlven Immuno-Reaktlon k6nnen auch andere Sammelphasen verwendet werden 
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Bel Upophilen Analytmolekulen reicht dazu eine zu durchstromende Zone, 
die mit (51 oder Wachs (oder PVC plus Weichmacher o.a. ) getrankt 1st, 
aus. Alternativ kann dafur auch e1n Material verwendet werden, daS 1n 
der reversed phase Chromatographie QbUch 1st (z.B. RP-18 statlonare 
Phase). Das letztere bletet s1ch insbesondere an, wenn lonisch vorlie- 
gende AnalytmolekUle festgehalten werden soil en. H1er g1bt man der 
FUeBlfisung e1n entsprechend geladenes, Upophlles Gegenlon zu. Dadurch 
kommt es zu elner Ionenpaarblndung 1m 01 oder Fett, welche eine Er- 
schwerung der Passage der marklerten AnalytmolekUle durch dlese MolekUl- 
fangerzone bewlrkt. S1e werden s1ch bei elner strOraenden TragerlBsung 
gegen Ende der Upohilen Zone anrelchern und kdnnen so der empfindllchen 
Messung zuganglich gemacht werden. 

E1ne besonders elnfache und elegante Vorrichtung stellt 1n dlesem Zusam- 
menhang m1t der Erflndung die Verwendung von teststrelfenahnl 1chem chro- 
matographlschen Material dar. H1er kann sowohl die Pap1erchromatograph1e 
(erweltert urn die Membranflltermaterlallen auf Celluloseacetat, -nltrat 
o.a\ Basis) als auch die DUnnschichtchromatographie Material -Lief erant 
(s. Abb. 2) seln. Die Produktlon der erflndungsgemaBen Vorrichtungen ge- 
schleht denkbar elnfach und ratlonell. Im Berelch der umweltanalytlschen 
Anwendung des h1er offenbarten Verfahrens werden die entsprechenden 
poly- oder monoklonalen Antlkbrper bzw. F ab -Fragmente m1t Mlfe be- 
kannter Bindungstechniken (kovalente Immobll isierung mlttels Spacermole- 
kllle und F c -Te1l blndenden Komponenten) rlchtlg orlentlert (Blndungs- 
stellen nach auBen) auf liber 75 % der Teststreifenflache aufgebracht. 
Nach F1x1erung dleser analyterkennenden MakromolekDle auf der Teststrei- 
f enoberf 1 &che w1rd der Anfangsberelch 1n eine Lbsung getaucht, die nur 
marklerte AnalytmolekUle enthalt. Dadurch werden alle Blndungsstellen 
m1t diesem marklerten Analytmoleklil abgesattigt. Die Lange dleser 1mmu- 
nogenen Zone entspricht dabei der GroBe des MeBbereichs. Danach wird 
grtlndUch gespQlt, urn rein adsorptlv gebundene, marklerte AnalytmolekUle 
zii entfernen. Der Rest des Teststrelfens enthalt nunmehr die analyter- 
kennenden AntikOrpermolekUle (oder be1 den anderen analogen Reaktionen, 
die entsprechenden DNA's oder WlrtsmolekUle) m1t frelen Blndungsstellen 
und dlent als MolekUlf anger fUr die spatere Messung. Zum AbschluB dleser 
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Sammelzone kann vorteilhafterweise eine dunne Zone m1t D1alysier-Eigen- 
schaften verwendet werden. 

Dadurch wird erreicht, daB der flieSende Grundelektrolyt (durch die Art 
der AntikdrpermolekQle bestimmt) zwar dlese Zone passieren kann, die 
grfiBeren marklerten Analytmolekule aber zuruckgehalten werden und da- 
durch in elner extrem klelnen Zone auch angereichert werden. Diese An- 
ordnung kann auch in durchslchtlgen Glasrfihren Oder prelswerteren Pla- 
stikrfihren, gefullt mit dem betreffenden chromatographlschen Material 
durchgefllhrt werden. Falls diese Rfihre m1t der Dlalysiermembran abge-' 
schlossen wird, kann man auch auf andere Sammelzonen verzlchten. H1er 
muB nur der ungehinderte Zugang der optischen Strahlengange garantlert" 
werden, die hier vorzugsweise nicht seltlich der Rfihre sondern axial an- 
gebracht werden. Bei redoxmarki erten Analytmolekulen wird diese Dialy- 
slerfolie demontlerbar angebracht, so daB deren Innenselte mit den auf- 
gesammelten, marklerten Analytmolekulen, die in der primaren Immunozone 
analytproportional frelgesetzt worden s1nd, der planaren elektrocheml- 
schen Zelle zugSngllch gemacht werden. Selbstverstandl ich kann letztere 
auch zuvor durch mlkroelektronlsche Methoden fest auf die Innenselte der 
Dlalysierfolie aufgebracht seln. 

Die ElektrodenflSchen sind m1n1atur1s1ert und erfordern nur mlnlmale 
Edelmetallmengen, so daB auch In dlesem Fall die PrQfrfihrchen-ahnl ichen 
GebUde nach elner Messung verworfen werden konnen. Die Rfihrenanordnung 
erfaBt wegen der- groBeren Menge an 1mmobil1s1 erten analyterkennenden und 
-blndenden AntlkorpermolekQlen elnen grfiBeren Konzentrat1onsbere1ch des 
Analyten, d.h. die Kal1br1erkurve geht spater als bei den planaren An- 
ordnungen 1n elnen SSttlgungsberelch Ober. Die Auswertung kann auch Uber 
die verdrangten Strecken (oder 1ntegr1ert davon) erfolgen (s. Abb. 2). 
Dazu kann e1n prelswerter Laserdloden Scanner verwendet werden. 

Zur Anrelcherung der frelgesetzten oder nicht gebundenen marklerten 
AnalytmolekUle kann sowohl bei der Verdrangungsmethode als auch belm 
kompetltiven Verfahren (jewefliger Zusatz von marklerten Analytmolekulen 
zu Beginn des Assays) auch eine frele Endzone der oben erlauterten An- 
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ordnungen dlenen, be1 der aber das L6sungsm1ttel verdampft. Die ausge- 
wahl.ten, stabllen Redox-Marker-Molektlle sowle die IR-FluoreszenzmolekQle 
vertragen dabel auch Temperaturerhfihungen. Be1 Ant1k6rpervertrSgl1chke1t 
lassen s1ch auch lelchter verdampfbare Ldsungsmlttel zu Eff1zienzste1ge- 
rung verwenden, wobel auch e1ne Zudoslerung nach der prlmaren Immunoge- 
nen Zone m6gl1ch w1rd. W1cht1g 1st, daS die Verdampfung zur Konzentrle- 
rung der Markermolekule auf e1ne klelne Zone (Berelch) beschrankt w1rd. 
Well dadurch das Ldsungsmlttel die zu detektlerenden MolekUle dorthln 
transportlert bevor es verdampft und seine Transportfracht dort zurllck 
laBt. Die Abb. 1 bis 2 verdeutl 1chen anhand von Sklzzen die verschlede- 
nen AnordnungsmSgl 1chke1ten. 

Die erflndungsgem&B optlmlerte elektrochemlsche MeBraethode stellt e1ne 
zykllsche Voltammetrle 1n Verbindung m1t elnem stabllen Redoxsystem dar, 
wobel s1ch letzteres von alien ra6gl1chen dadurch auszelchnet, daS es e1- 
ne besonders hohe Standardaustauschstroradlchte besltzt. Die zykllsche 
Voltammetrle garantlert be1 DunnscMcht-MeBzellen, daB nettomaBIg kelne 
MeBsubstanz elektrochemlsch umgesetzt, d.h. verbraucht w1rd. H1erbe1 
w1rd stets nur oxldlert und reduzlert. Die hfichste MeBempf1ndl1chke1t 
w1rd erflndungsgemaB dann erzlelt, wenn der Potential berelch, 1n dem die 
Arbeltselektrode(n) zykllsch betrleben w1rd, das Halbstufenpotentlal des 
Redoxmarkers elnschlleBt (+/- 200-600 mV). Be1 hohen Potential anderungs - 
geschw1nd1gke1ten (» 500 mV/sec Scanrate) entstehen be1 Arbeltselektro- 
den > 10 mm anodlsche und kathodlsche Stromspltzen, die der Konzentra- 
tlon des Redoxsystems proportional s1nd. Je hCher die Scanrate desto 
grflBer werden die Stromspltzen, was elner Empf1ndl1chke1tsste1gerung 
glelchkommt. Werden als Redox-Marker, Systeme m1t den hOchsten Standard- 
austauschstromdlchten (z.B. Ferrocenverblndungen, Ruthenlumkomplexe, 
Hexacyanoferrat I I/I I I , J"/J u.a. verwendet, dann storen nlcht voll- 
standlg abgetrennte Redoxsystem aus der Probenmatrlx wesentUch wenlger, 
wenn m1t kurzen Zykluszelten (schneller Spannungsrampen) gearbeltet 
w1rd. Die besten, reverslblen Redoxsysteme lassen hlerbel durchaus Qber 
1000 zykllsche Voltammogramme pro Sekunde (1000 Hz I) zu. Restbestande 
von wenlger reverslblen, eventuell storenden Redoxsystemen aus der Pro- 
benmatrlx lassen s1ch elektrochemlsch nlcht so schnell umsetzen und er- 
zeugen daher auch kein MeBslgnal (StromfluB). 
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Alternate konnen andere elektrochemische Methoden angewandt werden, die 
zu kelnen Verbrauch oder Netto-Umsatz des reaglerenden Systems fUhren 
d.h. auch die Hethode der Pulsvoltammetrle oder der differentlellen 
Pulsvoltammetrle oder der Square-wave VoltammetHe s1nd hlerzu geelgnet 
lassen slch aber aus pHnzlplellen GrQnden nlcht so schnell zykHsch be- 
trelberu 



Eln welterer erflndungsgemaBer Verfahrensschntt, der vortellhafterwelse 
zur gewilnschten extremen Empf1ndl1chke1tsste1gerung fllhrt, Hegt 1n ei- 
ner spezlellen Kompensationsmethode fQr den be1 schnellen Arbeitselek- 
trodenpotential-Scanraten zunehmenden kapazltiven Strom, der den Signal- 
untergrund blldet. 

Dazu wlrd e1n computergesteuertes Auswertsystem verwendet, das mlttels 

t l eS H SChn ! 1 L e ? D ' WandlerS e1n Scan ' eco ^ "taltrt. Die .Compensa- 
tion des nicht-faradayschen Untergrundstromes, die ebenfalls zur Emp- 
flndHchkeltstelgerung elnen entscheldenden Antell beitragt, kann auf 
zwel Arten erfolgen, die fur slch allein oder zusammen verwendet werden 
konnen. Bei Arbeltselektroden mit Durchmessern Uber 10 mm wlrd die Ka- 
nalzuordnung des Scanrecorders be1 Erreichen des Potential umkehrpunktes 

Z£\ ? ° b e1n6m X - Y " Sche1b ^ die Spannung an der 

Arbeltselektrode gegen den fUeBenden Strom (engl. C-V Diagram) aufge- 
»1c net wGrde. Da dies elner elnfachen S1gnaladd1t1on glelchkommt, kom- 
pensleren slch pro MeBkanal (Zeitfenster oder Potential) glelch groBe 
anodlsche und kathodlsche Strome. Led1gl1ch be1 den urn ca. 60 mV ausein- 
anderllegenden Stromspttzen 1st das nicht der Fall. 

TTT' 2161 di6Ser Erfindu "9 ^sentUch von 

Vortell 1st, 1st die erst durch schnelle wiederholmessungen ohne Ver- 
brauch der gemessenen Substanz mogllche elektronlsche MUtelwertbUdung 
M1t elnem SignalmittelwertbUdner last sich zusatztUch dabel auch noch 
das Slgnal/Rauschverhaitms (S/R, drastlsch steigern, well man mehrere 

LTn re?' 61 " kann ' ° a ^ bSl reve ' sible " Redoxsystemen lelcht 
e It < ° / 0t r t1alZyklen Pr ° Sekunds l»™ Hz) durchscannen kann, 
erglbt slch hler beisplelsweise schon in elner Sekunde e1ne Verbesserung 
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des Signal -zu-Rausch-Verhaltnlsses um den Faktor 10. Bei MeBzelten, die 
denen der Immuno-Assay-Verfahren m1t Enzymmarkern entsprechen, ergeben 
s1ch Verbesserungen dieses die Nachwelsgrenze bestlmmenden S/R-Verhalt- 
nlsses um mehrere GrfiBenordnungen, ohne da3 die Nachtelle der empflndll- 
chen E1we1BmolekQle (Enzyme) h1er storen. Das zwelte Verfahren zur Un- 
terdruckung des stflrenden kapazltlven Stromuntergrundes bei der zykli- 
schen Voltammetrle verwendet als Arbeltselektrode e1n Ultramlkroelektro- 
den-Array m1t Einzelelektrodendurchmessern von unter 10 mm. H1er entste- 
hen kelne anodlschen und kathodlschen Stromspltzen mehr sondern e1ne 
Stromstufe m1t gut ausgepragten Plateaus. Die Stufenhflhe 1st ahnllch wie 
be1 der Polarographle der Konzentration des elektrochemlsch umgesetzten 
Redoxsystems (Markermolekuls) proportional. Die erflndungsgemaBe Vor- 
rlchtung verwendet. hlerzu e1ne planare Array-Anordnung von ca. 2000 E1n- 
zelelektroden m1t 3 mm Durchmesser, be1 der die Bezugs- und Gegenelek- 
trode berelts optlmlert 1n die Oberflache 1ntegr1ert vorllegt. H1er hat 
s1ch nur e1ne von vlelen mSgllchen geometrlschen Anordnungen als geelg- 
net erwlesen (slehe Abb. 3). 

Die neue Anwendung der zykllschen Voltammetrle zur Erzlelung extremer 
MeBempf1ndl1chke1ten be1 Redoxsystemen oder Markermolekulen m1t Redox- 
gruppen 1st dadurch mfigllch, well durch die abwechselnde Oxydatlon und 
Reduktlon kein Verbrauch des MeBstoffes auftritt. E1ne Wegd1ffus1on des 
Redoxsystems w1rd erflndungsgemaB dadurch gel6st, daB e1ne DQnnschlcht- 
zellen-Anordnung gewahlt w1rd. Hlerbei werden die Arbeltselektrode(n) 
sowie die Gegen- und Ref erenzel ektrode gegen die m1t Grundelektrolyt be- 
feuchtete OberfUche m1t den redoxmarklerten PartnermolekUlen gedrUckt. 
Gegebenenfalls k6nnen die unmarklerten PartnermolekUle, die die redox- 
marklerten Molekule blnden, auch dlrekt auf oder unmlttelbar neben der 
ElektrodenoberflSche 1mmob1l1s1ert seln. Die ZykHslerung 1st be1 Nach- 
welsgrenzen unter 1 ppb (Redox-System) notwendig, denn be1 solch extrem 
klelnen Konzentratlonen mllssen mogllchst alle MolekQle elektrochemlsch 
erfaBt werden. Dann entsprlcht e1ne Stromstarke von elnem mA elner umge- 
setzten Substanzmenge von ca. 10" 10 mol/sec. Derze1t1g erlauben gute 
elektrochemlsche MeBzellen auch noch zuverlasslge Strommessungen 1m 
nA-Bere1ch, was elner tausendfach klelneren Umsatzrate entsprlcht. Durch 
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die Signalmlttelwertbildung werden nunmehr Pico- und Femto-Amperstrome 
raeBbar, was zu Umsatzraten von l(f 1S resp. 10" 19 mol/sec fUhrt. 

Bel der optlschen Detektlon erhSlt man die gewllnschte Empf1ndl1chke1ts- 
stelgerung durch die Kombinatlon von mehreren, mlndestens zwei Verfah- 
rensmaBnahmen. Als erste MaBnahme verwendet man MarkermolekUle, die 1m 
IR stark absorbieren, und im noch ferneren Infrarot fluoreszleren, well 
dadurch der stbrende Fluoreszenzuntergrund von elnlgen E1we1Bmolekulen 
(z.B. bei biologlschen Matrices) nlcht auftntt und die prelswerten La- 
serdloden als Anregungsquelle hoher spektraler Leuchtdlchte besonders 
vortellhaft slnd. Das emlttlerte Laser! icht erlaubt durch seine gerlnge 
Strahlkonvergenz besonders exakte Abgrenzungen des MeBfensters. Als wei- 
tere MaBnahme verwendet FluoreszenzmarkermolekQle, deren Fluoreszenz be- 
sonders langsam abkHngt, so daB man dlese Fluoreszenz gut von der 
schnell abkHngenden der stSrenden MolekOle 1n der Probenmatrlx abtren- 
nen kann. Im Gegensatz zu elner kommerzlell erhaltHchen Anordnung, be1 
der elnfach das Anregungslicht durch elnen Shutter unterbunden w1rd, und 
die elgentHche Messung des Fluoreszenz! Ichtes erst nach elnlgen M1111- 
sekunden (nach vfilligen AbkHngen der StSrfluoreszenzstrahlung) beglnnt 
und Qber eine gewlsse Zeit 1ntegr1ert w1rd, geschleht die Auswertung bei 
dem erflndungsgemSBen Verfahren Qber eine direkt und schnell er messende 
elektronlsche BerUckslchtigung der langsameren AbkHngzelt. Hlerzu w1rd 
ein Lock-In Verstarker benutzt, der eine frequenz- und phasenselektive 
Verstarkung ermoglicht. Die Unterdruckung der stflrenden Fluoreszenz m1t 
der schnellen AbkHngzelt geschleht h1er durch eine geeignete Wahl des 
Phasenwlnkels am MeBgerat. Vortell dleser Methode gegenUber der Zahlra- 
tenmethode (Photonenzahlung) der kommerzlellen Version 1st die hbhere 
Empf1ndl1chke1t, well die frequenzselektlve Verstarkung nur elnen Bruch- 
tell des melst welBen elektronischen Rauschens des Photo- Empf angers ver- 
starkt und well be1 hSheren L1cht-Chopper Frequenzen gearbeltet werden 
kann, was die Anze1gegeschw1ndigke1t drastlsch erhfiht, so daB auch 
DurchfluBmessungen, w1e be1 der FIA QbUch, noch entsprechend sensltiv 
durchgefQhrt werden konnen. 
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D1ese u.a. Vorteile werden be1 der Erfindung erhalten durch:: 

A) e1ne Art Aff1n1tatschromatograph1scher Saule Oder auch e1ne offene 
oder der optischen und elektrochemlschen Messung zugangllchen Ober- 
flache elnes bellebigen Tagermaterials m1t 1mmob1l 1s1erten Partner- 
molekUlen zu dem zu bestlmmenden MolekQl (Analyt); 

B) e1ne glelchartlge der Messung zugangllche "Samrneloberflache" fUr 
frelgesetzte marklerte AnalytmolekUle (1m Falle elner Verdrangungs- 
reaktlon auf oblger SSule oder OberfUche, die mfigllchst vol 1 standi g 
m1t marklerten Immunogen gebundenen AnalytmolekUlen belegt 1st, 
durch unmarklerte AnalytmolekUle); 

C) e1ne erflndungsgemaBe flache elektrochemlsche MeBzelle 1n elner aus 
zwel oder drel Elektroden bestehenden potentlostatlschen Schaltung 
m1t elner oder mehreren Arbeltselektroden, die e1ne Zyklovol tamme- 
trle 1m elektroaktlven Berelch des betreffenden Redoxsystems (repe- 
titive Oxidation und Reduktlon) durchfQhrt und die 1n unmlttelbaren 
Kontakt rait der "Samrneloberflache" oder der unter A) genannten ge- 
bracht werden kann; 

D) e1ne Fluoreszenzanordnung, die mlttels Laserdloden zur Fluoreszenz 
be1 Em1ss1onswellenlangen > 700 nm anregt und die schnell zwlschen 
elnem unmarkl erten Untergrund und den Stellen, wo. die optlsch mar- 
klerten AnalytmolekUle auf den betreffenden OberflSchen festgehalten 
werden h1n und her oszHHert (alternate konnen auch Fluoreszenz- 
marker verwendet werden, die die Methode der zeltverzOgerten 
Fluorszenz erm6gl1chen, wobel aber h1er die dlrekte und schnell e 
Messung mlttels eines elektronlschen phasenselektlven Verstarkers 
erfolgt, die ebenfalls m1t HUfe von L1chtle1tern schnell zwlschen 
elnem unmarklerten und marklerten Untergrund h1n und her oszHHeren 
kann) . 

E) elnen elektronlschen S1gnalm1ttelwertb1ldner oder e1ne computerge- 
stQtze Aufadd1t1on von S1gnal-Ze1t-Kurven (Ze1t proportional zur 
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Spannung bei der elektrochemischen Detektion oder zum HeBort beim 
optlschen Verfahren). Dabel mlttelt sich eln statlstisches elektro- 
nlsches Rauschen 1n den hochsten Empflndl ichkeltsberelchen zu Null. 

F) Falls bei der auswertenden Messung sowohl die Anderung der markler- 
ten Analytmolekllle 1n der primaren Immunogenen Zone als auch die in 
der Sammelzone erfaBt wird, kann man neben elner Doppelmessung auch 
durch QuotientenbUdung e1ne Art innere Standardlsierung durchfilh- 
ren. Dies verbessert die Zuverlfissigkeit der Messungen ahnllch w1e 
bei der mternen Standardlsierung von enilsslonsspektroskoplschen 
Methoden. 

Die Oberflache m1t den, ImmobH Isierten Immunol oglschen Partnermol ekul 
zum Analyten sollte im Interesse elnes groBen MeBberelchs hoch beladen 
sein Auch muB das betreffende MolekUl .it elner richtigen Orientlerung 
(E P 1to P -Bere1ch auBen) dort 1mmobnis1ert sein. Dies ISBt sich u a auch 
unter ZuhUfenahme eines geelgnet gewahlten elektrlschen Feldes ioder 
Stromes) an der Phasengrenze Trageroberflache/MeBlosung bewerkstell igen. 
Dadurch kommt es zu elner gerlchteten ImmobHlslerung dleser Partner 
ohne daB teure Spezlalsubstanzen (als Ubllche SpacermolekQle) dafUr be- 
nbtigt werden. Die gerichtete ImmobH Isierung erglbt zusammen m1t elner 
nohen Immobllisierungsdlchte eine hohe MeBempf1ndl1chke1t und elnen 
groBen MeBbereich. Alternate k5nnen die immobiHslerten Partnermol ekQle 
aber auch durch die bekannten Techniken mittels F -Tell blndender 
SpacermolekQle (be1 der im Umweltanalytikberelch QbUchen ImmobiHsie- 
rung von Ant1k6rpern) an TrSgeroberf 1 achen (z.B. Glas-Beads, chromato- 
graphische statlonlare Phasen, Mikrotlterplatten etc.) angebunden werden. 

Als besondere Variants der Ausfuhrungsbei spiel e bletet sich auch Papier 
as preiswerter Trager an. H1er kann sowohl laborQbllches Filterpapler 
a s auch HembranfUter auf der Basis von Cellulose oder anderer Materia- 
ls dienen. Auch chromatographische DQnnschlcht Trager sind hlerfQr 
hervorragend geeignet, da sie oberflachUch leicht zu modlflzieren sind 
Eine bevorzugte Art sind in diesem Zusammenhang DQnnschichtplatten m1t ' 
oder ohne Fluoreszenzgrundmarkierung, die schon 1n eln sog. Reversed 
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Phase (RP-Materlal ) modif1z1ert wurden. Hier gellngt die gerlchtete Im- 
mob1l1s1erung der Partner MolekQlsorte (d.h. des Jewells nlcht den Ana- 
lyt darstellenden Partners dleser sich gegenseltlg blndenden komplemen- 
taren MolekQle) dann besonders gut, wenn man dlesen MolekQlen gezlelt 
gegenQber dem EpUopbereich eine oder mehrere langkettlge allphatlsche 
Reste (Cg-C 25 ) ansynthetlslert oder be1 Antlkfirpern die gentechnlsch 
erzeugten F ab -Fragmente m1t den spezlfischen Bindungstellen lipophile 
MolekQlgruppen an der gegenQberl iegenden MolekQlstelle erzeugen laBt. 
Die lipophllen Reste der zu Immobil 1s1erenden MolekQle tauchen dann 1n 
die aliphatlsche MolekQlbQrste der Trageroberflache e1n und werden so 
be1 hfichster Dlchte ohne Beelntrachtigung des Blndungsverhaltens 
flxiert. S1e kfinnen aber be1 Denaturierung oder Desakt1v1erung w1e 1n 
der Chromatography Ubllch elulert werden, so daB der Trager fQr eine 
ImmobHlslerung mit frischen MolekQlen zur VerfUgung steht. Bel Verwen- 
dung von DQnnschlchtplatten auf Basis einer Alum1n1umfoile laBt sich 
letztere auch elegant be1 der elektrochemlschen Detektlonsmethode als 
Gegenel ektrode verwenden . 

Dleser ProzeB kann auch dynamlsch 1m Rahmen einer Fl 1eB1njekt1onsanalyse 
automatlslert werden, d.h. auf die unbeladene RP-Oberflache werden zu- 
nachst die zu 1mmob1l Islerenden MolekQle (ohne gebundenes Analytmolekul 
mit Marker aber auch mit) gegeben bevor nach einer SpUlung zum Entfernen 
des Oberschusses 1m Fall der unbeladenen MolekQle die markierten Analyt- 
molekQle bis zur AbsSttlgung Qber die Oberflache geleltet werden. Nach 
einer erneuten SpQlung kann dann die Probe auf gegeben werden. Die Ver- 
wendung von zugangllchen flachen Oberflachen fQr die Immobil 1s1erung der 
Partnermol ekQl e kann elnen Verfahrensschrltt ersparen, denn man kann die 
Menge der dort gebundenen markierten Anal ytmol ekQl e be1 belden Verslonen 
(Vor1mmob1l1s1erung m1t markierten AnalytmolekQlen und Konkurrenzblndung 
von der mit der Probe zugesetzten markierten AnalytmolekQlen) sowohl m1t 
der planaren elektrochemlschen MeBzelle (durch elnfaches Aufpressen auf 
die Oberflache) als auch m1t der optlschen Fluoreszenzmethode leicht be- 
stlmmen ohne eine zusatzliche Sammel oberflache zu benutzen. 
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Bei beiden DetekUonsnethoden 1st es wlehtlg, daB storende Stoffe a US 

ltd,? 6> 9ePUfferte ^'^m. die sowohl d e stab 
" de t r B '°"°l^»le unterstQtzt als aucn den GrundeUktro yt f(ir dfl 
elektroche.tsche oder optlsche Detekttonsart darstellt 

ta,!, die Kdcfcten SU^t^C ^ 8 * H tT J!!"" 
von alien n,flgl1chen Redoxsystemen vorzugswetse n„r h„ 7 
stolen system „,e die auf der Basis v n 0 ZlZ T I**"" 
Hexacyanofe^at («,„„. Ood/Jod1d etc ; „ ^ ™« -n, 
steme haben em Redoxpotentlal 1n der Nine d.T < ""tetlhafte Redoxsy- 
dae s ,e von letzte™ Mcnt s r TJZ \I Z T h? SaUerSt0ff • " 

« zykllsteren u.ai. VerbraUChslose """"S "hon ohne die Spannung 

Als besonders vortellhafte MolekQlklass. ni- r, 

Mjun s,c h , B . M B ts - t5 . thf ocyLXL,t t^^™ 16 ^ 

2-t4 -<=l>loro-7'(3"-ethyl.2".ben 2 otlHazol1nyl1den)-3' S' n<<- 

s f d ! 98 Sn6te Phtha, °^"s » (sUhe Abb. 4). Sle 1 ssen 
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Die erfindungsgemaBen Vorrichtungen und Arbe1tswe1sen werden anhand von 
Be1p1elen noch naher erlSutert: 



Verdrangung des marklerten AnalytmolekUls vom Immunol oglsch praparlerten 
Oberflachenberelch durch das unmarklerte AnalytmolekUl 1n der Probe: 

E1ne vortellhafte Ausftlhrungsforra der erflndungsgem&Ben Anordnung und 
des erfindungsgemaBen Verfahrens beruht auf elner kompetltlven Reaktlon 
zwlschen marklertem und unmarklertem AnalytmolekUl. H1er kompensleren ' 
s1ch n1chtspez1f1sche Anblndungen, da s1e 1n belden Fallen 1m glelchen 
AusmaB auftreten. Wunschenswert 1st ferner, daQ das unmarklerte Analyt- 
molekUl e1ne etwas gerlngere Blndungskonstante als das marklerte auf- 
welst, urn es effektlver verdrangen zu kfinnen. Dies 1st 1n der Regel der 
Falls, da die kovalente VerknQpfung m1t elnem relatlv groBen Markermole- 
kUl die Antikorper-Antigen-(bzw. allgemein: MolekUl-Komplementarmole- 
kQl-) Blndung schwacht, well s1ch belde MolekUle nlcht mehr optimal nS- 
hern konnen. 

Als Model! anal yt wurde 1n dlesem Bel spiel Humanserumalbumln (HSA) ge- 
wahlt. Als 1mmob1l1s1ertes PartnermolekUl wurde der dazugehfirlge Ant1- 
k6rper (ant1-HSA) verwendet. Die ant1-HSA Ant1k6rper wurden m1t den be- 
kannten Immob1lis1erungstechn1ken an die Oberflache von Sepharose-Mate- 
rlal kl elner KorngrflBe (150 mm) angebunden und m1t fluoreszenzmarklerten 
HSA belegt. Als FluoreszenzmolekUl wurde e1ne Europlumchelat (BCPDA) ge- 
wfihlt. An e1n HSA MakromolekQl konnten mehrere fluoreszlerende Chelat- 
komplexe kovalent angebunden werden (20-30). Die Europlumchelatverbin- 
dung wurde 1n dlesem Bel spiel anstelle des IR-L1cht emlttlerenden Mar- 
kers genommen, well die h1er auftretende Fluoreszenz wesentUch langsa- 
mer abkllngt als die der stfirenden Probenmatrlx (E1we1Bmolek0le be1 b1o- 
loglschen Proben). Gemessen wurde am Ende einer klelnen Saule, die m1t 
den Sepharose-Materlal und dem marklerten Immunkomplex beladen war. Be1 
Zugabe von unmarklerten HSA wurde das m1t dem Fluoreszenzmarker versehe- 



Be lple l 1 
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ne von der Oberflacne der , U HSA-Antlkorpern beladenen Sepharose-Partl- 
w in t" 9 6 "t\TT 1 " 6,ner D -' h ™«Bzel,e vemessen. D z 

72 It T rt e " Un9e 350 " ™ et " de " en "raMengang durch 
elnen optlschen Chopper n,1t elner Frequenz von 140 Hz zerhackt wurde in, 

AU Uch TTlr «« Fl uoreszenzl1c el«„. 

Mi L chtdetektor wurde e m Pnotonultlpller verwendet und an, Lock-In 
Verstarker e1„ Phasenwlnkel von 0° elngestem. Die Abb. 5 ze gt de 
Slgnale, die durch die Zugabe von unaark.erte™ HSA genessen w rd e kd„ 
nen. S e s ,„ d der HSA-Konzentrat1on der auf die Sau e aufg ge e Probe 

report ona!. Durch dlese HeBtech„1 k Ussen s1ch pro Zelt n e "ese t 
ch m r roben an„ys1eren, a,s n,.t der Photonenzahlung, U c d 

| ver S chlo«e„ bl.lbt. Neben HSA konnten durch ,e Job if 

s erung entsprechender U „d polyk,onaler Antlkorper auch " 
Analyte w e Atrazln Oder andere Schadst.ffe sehr eJlndHc " s u b 
Ppn,-Bere1ch nrit hoher Genau1gke1t best1n»t werden. 

Be1M»1 ; 

Elektrochertsche Detektlon von Redox-markierten AnalytnolekDlen: 

T TT. mr " e """l™**"** Atrazln gewahU. Letzteres wurde 
durch Standardmethoden der organlschen Synthese 1n 6 StuferTlt el™ 
™=d1f1z1erte„ Ferrocen-Moleku, kov.Hnt verknupft. D, au ew lt Lr 

reversible Redox.Sy.te, m uBte zuvor 1 aLrlOs,, h 7 o ™ „ 

A fugen stark polarer Seltenketten OberfQhrt werden. 01e etnzelnen che 
.ischen SyntheseschrUte, die - ausgehend von, ko-erzlel, h che 
Ausgangsprodukt - notwendlg waren s1nd In Abb. 6 aufgefuhn 

D1e letzte Verblndung, das redoxmarklerte Atrazln wurde n*rH 
sowohl fur die Verdr 8 ngung Sn ethode a,s auch 

s he von UteratUr be " hr1eben ™- M « «*■ * y- 

kllsche Voltanwgramnie dieses redoxmarklerten Atrazlns 1n extrsm h»h.7 

VerdOnnun, auf elner TrSgeroberfHche. Bedlngt durcn d.^,^ 
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Kontakt des Redoxsystems m1t der Arbeltelektrodenoberflache und dem 
N1cbtvorhandense1n von andiffundlerenden oder abdlffundierenden Redoxmo- 
leklllen ergeben s1ch 1m zykllschen Voltammogramm scharfere Peaks als ub- 
lich. Dieser Effekt wlrkt auch empfindl ichkeltsstelgernd. 

Be1sp1el 3 

Steigerung der Nachwelsgrenze durch repetitive elektrochemische Oxida- 
tion mit anschlleBender Reduktlon: 

Als reverslbles Redox-System wurde Hexacyanoferrat (II/III) 1n elnem 
Verhaitnls von etwa 1 : 1 gewahlt. Die typlsche Nachwelsgrenze fur die- 
ses System be1 der klasslschen zykllschen Voltametrle Hegt 1m mnilmo- 
laren Konzentrat1onsbere1ch. Durch die Methods der elektronlschen S1g- 
nalmlttelwertblldung, die h1er wegen der verbrauchslosen MeBtechnlk an- 
gewandt werden kann, lassen s1ch, w1e Abb. 8 zelgt, noch extrem gerlnge 
Redoxkonzentratlonen welt unterhalb des mlkromolaren (mmol/L) Berelches 
m1t elnem sehr guten S1gnal/Rauschverhaltn1s quantltatlv bestlmmen. Be1 
elner Zyklusfrequenz von ca. 1000 Hz konnen be1sp1elswe1se 1n elner Se- 
kunde 1000 Oxidations- und Redukt1onsreakt1onen durchgefOhrt werden, was 
bezugllch des elektrochemlschen Signals glelchbedeutend m1t elner zehn- 
tausendfach hSheren Redoxm1ttelkonzentrat1on (vergllchen zur QbUchen 
0,1 Hz Arbe1tswe1se) 1st oder elner entsprechend erhfihten Elektronen- 
transferzahl entsprlcht, Was glelchbedeutend wSre m1t elnem Analytmole- 
klll, an dem e1ne entsprechende Anzahl von E1n-Elektronen-RedoxmolekQlen 
angebunden waren. 



Belspiel 4 

UnterdrUckung des kapazltlven Stromantells be1 schnellen zykllschen 
Voltammogrammen durch Anwendung der zykllschen M1ttelwertb1ldung: 
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BekanntUch trttt bet schnellen Potent1alanderun 9 saeschw1nd1gke1ten we- 
gen der entsprecnenden U.,adung der Doppelschlchtkapazltat , 7 , 
be IteUktroden-CrenzfUche e f „ so g . kap az1t.ver str0 „ ^ GrdSe 
lelder proportional zur A„derun g s g es=„w1ndi g ke,t 1st, s0 daS s „t, c 

a 6 11™ m 6116 WUS9eS "» 1 ^^ W «er zykHschen V 1L 
trie ausgeschlossen seln sollte, well dleser Antell den des betreffend.n 
Redox-Peaks (faradayscher St™, bel welte* uberstelgt U z Vo ta- 

be Makro-Arbe1tse,ektroden d<. Spannungskoordlnatenwerte Shnllch wT 
bet eme* X-V-Schretber rllckwarts zahlend auf die elnzelnen DIoUa^L 
e des HUtelwertblldners Oder Scan-Recorders m( t d, r t g » 

. fuhrt die Unkenrung des Vorzelchens der Stro B starke be1 der If add t Jo 
n e,„ und denser Kana, (der e1„e» gen.u bestLten A belt e, r " 
de„ P „te„t .1 zu g eordnet 1st, zu e1„er Ko Bp ensat1on des- kapazm en 
Stromantells. Dies geschleht nahezu vo,lstand1 g , da der KapazlWtsstro. 
bel onstanter Doppelschlchtkapazltat (be, g le L* Ar eU se t n T 
tent al, b,s auf das Vorzelchen der Potent 1 a! 5nderun g s g eschw d Xt 
dU/dt proportional 1st. Led, g ,1ch die faradayschen S rLpe k die L 
port ona, der Konzentratlon des Redoxsystens s1nd, werden du h es en 
cha! ungtrick nlcht tapenslert, da .,. bel unterschledllene P a . 
le ablaufen. Han erhm also e1n rausch.mes, gealtteUes zy ,1 = 
Vo ta-ogr™, d.B wle 1„ Abb. 8e geze1 s t, aussleht. Erst dun l lZl 
schaltungstechnische und elektronlsche VorHchtung 1st es moallch 1% 
Potentlalzyklusraten von welt uber !00 Hz zu arbeUen 

Be1sn1»1 s 

UnterdrOckung des kapazltlven Stnmantells durch Anwendung elnes Ul- 
tra-M1kroelektroden-Arrays: 

W1rd die Oberflache der Arbettselektrode verklelnert, so verrlngert s1ch 
d,e zuge onge Doppelschlchtkapazltat wesentHch starker als d1 If r 
aysche St™ Ichte, d.h. das Verhaltnls von faradaysche* St™ (der 
analytproportlonal 1st) zu k,oaz1t,ve m w1rd ext™ verbessert. s oL 
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extrem schnelle Potent1alanderungsgeschw1nd1gke1ten vom > 500 V/sec mbg- 
Hch werden. Zusatzllch sorgen die veranderten D1ffus1onsbed1ngungen fllr 
die elektroaktlve Species zu elner anderen Slgnalform. UHra-M1kroelek- 
troden (Durchmesser < 10 mm) erlauben zum Unterschled zu elner planaren 
Diffusion be1 Makroelektroden spharlsche D1ffus1onsbed1ngungen und set- 
zen so wenig Substanz urn, daG es zu kelner 1n die Ltisung hlneinwachsen- 
den Verarmungsschlcht kommt, was s1ch 1m Vol tammogramm durch e1ne klare 
Stufe und e1n stabiles Grenzstromplateau zelgt. Die Abb. 10 zelgt den 
Unterschled zwlschen elnem zykllschen Vol tammogramm elner Spur elnes Re- 
doxsystems be1 elner Makroelektrode und elnem Ultra-M1kroelektro- 
den-Array der 1n Abb. 3 offenbarten geometrischen Anordnung. Das Array 
hat genau die glelchen Elgenschaften w1e e1ne elnzelne Ultra-M1kroelek- 
trode, hat jedoch den Vorzug, daft die StromstSrke entsprechend der An- 
zahl der Elektroden vergrbBert 1st. 



Belpjel $ 

Anordnung fur e1ne besonders elnfache Ausfuhrungsform: 

Anstelle der erzwungenen Strfimung be1 der Fl1eS1njekt1onsanalyse kfinnen 
vorzugswelse auch Kaplllarkrafte herangezogen werden. Neben dem Pr1nz1p 
der Papier- und Dunnschlchtchromatographie konnen auch andere Tr&ger fur 
die 1mmob1l1s1erten PartnermolekUle verwendet werden. E1n Be1 spiel dafQr 
kann e1n StQck einer saulenformlgen Krelde (oder Slnterglas/keranrlk) 
darstellen. H1er werden be1 haptenShnl 1chen Analyten die Antlkbrpermole- 
kQle schon vor der ImmobH 1s1erung an der Kreldeoberflache m1t den mar- 
klerten AnalytmolekQlen abgesfittlgt. Die Immobll 1s1erung kann durch eln- 
faches Elntauchen 1n dleser Lflsung geschehen, wobel man die Laufstrecke 
beobachten kann. Die Moleklil-Assozlate werden mlttels blfunkt lonelier 
Reagenzlen quervernetzt bzw. an der OberfUche flxlert. Von dleser pr1- 
mSren Immunol oglschen Zone w1rd, getrennt durch e1ne unbehandelte FUeB- 
strecke, e1ne zwelte MolekUl -Sammelzone errlchtet. Aus GrUnden einer ho- 
hen Empf1ndl1chke1t genQgt hlerbel e1n schmaler Berelch unmlttelbar am 
Ende des Kreldetragers. Im Be1sp1el w1rd die EndoberflSche m1t den glel- 
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chen Antlkdrpern versehen, die auch 1n der pHmaren Immunol oglschen Zone 
verwendet wurden, nur nit den, Unterschied, daS hier die analytselektiven 
Bindungsstellen frel sind, so daB sle die durch den unmarkierten Analy- 
ten in der Probe frelgesetzten markierten AnalytmolkQle wieder aufsam- 
meln und auf klelnstem Raum konzentrleren. Die elektrochernlsche oder 
fluoHmetHsche Messung erfolgt dann auf der pollerten Endflache der 
Kreidesfiule. Die Stromung eines Tragerelektrolyten oder der Probe durch 
d e Kapmarkrafte w1rd durch Aufsetzen eines saugfiihlgen Pfropfens auf 
dlese Endflache aufrechterhalten. Die vermessene Probemenge muS aus der 
Abnahme des Probenvolumens ermlttelt werden. 

W1rd bel der Erfindung ein Tr&ger (z.B. DurchfluB-SSule, FUeBpapler 
Membranf titer etc.) verwendet, an dem ein Partner gebunden 1st, w1rd 
dieser mlttels elner kompetltlven Reaktion durch den unmarkierten Analy- 
ten verdrangt. Er w1rd jedoch am Ausgang der SSule noch vor der Messung 
erneut von ImmoblHslerten Komplementmolekulen gebunden und dadurch zur 
elgentlichen Messung angereichert wobei gle1chze1t1g auch stdrende Be- 
gleltstoffe durch Spill en entfernt werden kflnnen bevor die extrem emp- 
f ndHche elektrochernlsche oder optische Messung repetitlv durchgefUhrt 
wlrd und durch Slgnalmlttelwertbildung das Signal -zu-Rausch-VerhSltn1s 
belieblg gestelgert wlrd. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Empf 1ndl 1chke1ts- und Selektiv1tatsste1ge- 
rung bei Immuno-Assays, Moleklil-Rezeptor-, DNA-komplementar DNA- und 
Gast-WirtsmolekQl -Wechselwirkungs-Assays 



Patentansprliche 

1. Verfahren zur Durchfuhrung besonders empfindl 1cher Immuno-Assays 
und welteren Assays, die auf Moleklil-Rezeptor-, DNA-komplemen- 
tar- DNA-Strang- sowie Gast-WirtsmolekQl -Wechselwirkungskraften beru- 
hen, gekennzeichnet durch schnelle und repetitive Messungen der 
StromstSrke oder des Fluoreszenzllchtes und Doppelmessung und Ver- 
gle1ch/Quot1entenb1ldung in mlndestens zwel MeBzonen bzw. Kalibrlerung 
analog der Methode des inneren Standards, unter Verwendung stabller re- 
dox- oder IR-fluoreszenzmark1erter AnalytmolekQl e be1 Immuno-Assays und 
ahnlichen Assays. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS als 
analyterkennende MolekQle oder MolekQlassoz1at1onen die jewel! 1gen Part- 
ner der sich extrem selektiv verbindenden Molekiil-Paare: Antlkorper (An- 
t1k6rperfragment m1t Blndungsstelle) - Antigen, MolekQl - Rezeptor, 
DNA-Abschn1tt - komplementSrer DNA-Abschn1tt sowie GastmolekQl - W1rts- 
molekul an besonderen OberfUchen und in bestlmmten Zonen vertellt immo- 
bH1s1ert verwendet werden. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das 

zum Analyten komplementSre PartnermolekQl an einem statlonaren TrSger an 
zwei getrennten Zonen immobll 1s1ert w1rd, wobel die MolekUle der ersten 
Zone zu Beglnn elner Analyse m1t dem redox- oder fluoreszensmarklerten 
AnalytmolekQl abgesattigt werden, so daB dadurch alle Blndungsstellen 
blockiert s1nd und be1 Kontakt m1t dem nicht marklerten AnalytmolekQl 
aus der Probe eine Verdrangung der markierten Analytmolekiile stattfin- 
det, wobel letztere aber an anderer Stelle der Vorrichtung auf mOgllchst 
klelnem Volumen wleder gesammelt werden, bevor s1e elektrochemisch oder 
optlsch repetltiv bis zum gewunschten Signal/Rauschverhaltnls vermessen 
werden. 



BNSDOCID:<WO 9321530A1> 



ERSATZBLATT 



WO 93/21530 ■ • PCT/EP92/01I15 



4. Vorrichtung nach Anspruch 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
neben der Verdrangungsreaktion auch e1ne kompetltive B1ndungsreakt1on 
zwlschen dem unmarkierten AnalytmolekQl in elner Probe und dem re- 
dox- Oder fluoreszenzmarkierten AnalytmolekQl, das jeder Probe 1m be- 
kannten Vernal tnis zugegeben werden muS, an tragergebundene Partnermole- 
kQle ablaufen kann, wobel h1er nach SpQlung der nlcht gebundenen MolekU- 
le und Entfernen der Probenmatrlx die repetitive elektrochemlsche oder 
optische Messung erf ol gen kann. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
die betreffenden analyterkennenden Kompl ementmol ekQl e auf Trageroberf 1 S- 
chen immobnislert s1nd, die die repetitive elektrochemlsche oder opti- 
sche Messung ermoglichen, also entweder den 1nn1gen Kontakt mit einer 
planaren elektrochemischen Dre1-Elektroden-MeBzelle erlauben bzw. die 
Messung des IR-Fluoreszenzl1chtes ermoglichen. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Trager fur die an bestlmmten Stellen flxlerten analyterkennenden und 
selektiv bindenden Kompl ementmol ekUl e neben dem typischen Mlkrotiterma- 
terial Polystyrol vorzugswelse chromatographlsche statlonare Phasen, w1e 
adsorbentiengefQllte Saulen, RP-18 ahnliche Material 1en, FlieBpapier- 
strelfen, Membranf1lterstre1fen auf Cellulosebasls o.a., die Kapillar- 
fluBeigenschaften haben, verwendet werden. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
auf einer Probenl auf strecke (Art affinltStschromatographischer Miniatur- 
sSule) mlndestens eine primSre Immunol ogische (oder allgemeln: analyt- 
spezlflsch blndende) Zone gegebenenf all s zusammen m1t einer welteren 
Sammel- und Anrelcherungszone vorhanden 1st. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
affinltatschromatographlsche Abtrennung, Verdrangung oder kompetltive 
Anbindung entweder planar durchgefQhrt w1rd, so daB die planare elektro- 
chemlsche Drei-Elektroden-MeBkette ungehinderten Kontakt mit unter- 
schiedllchen Oberflachenabschnitten finden kann und auch die optische 
Messung alternate zwlschen elnem TrSgeruntergrund und den MeBzonen os- 
zillieren kann. 
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9. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzelchnet, daB als 
Sammel- und Anreicherungsphase eng begrenzte Zonen in der Proben-Fl 1eB- 
rlchtung hinter der prlmaren Immunogenen Zone (oblger Definition) ange- 
legt werden, die aus den betreffenden analyterkennenden und -bindenden 
KomplementmolekUlen bestehen, die aber freie Bindungsstellen haben und 
die so gesammelten redox-aktiven oder fluoreszierenden AnalytmolekUle 
der repetitiven Messung zufUhren. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB als 
zwelte Sammel- und Anreicherungszone die Lipophille der markierten Ana- 
lytmolekQle dadurch ausgenutzt wird, daB anstelle der betreffenden Kom- 
plementmolekdle eine Upophlle Zone mit 61- oder wachsgetrSnkter Ober- 
fl&che oder RP-18 Material verwendet wird, wobel bei lonalen Analyten 
dleser Phase noch e1n lipophiles Gegenion zur Ionenpaarblldung zugefUgt 
wird. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB die 
Sammel- und Anreicherungsphase fUr die in der prlmSren Reaktionszone 
verdrangten markierten Analytmoleklile durch eine entsprechend der Mol- 
masse des markierten AnalytmolekQls gewShlten Dialysemembran gegeben 
1st, die in elnem gewissen Abstand zur prlmaren Reaktionszone angebracht 
1st, und die sowohl stationSr mittels aufgedapfter Elektroden w1e auch 
demontlert elektrochemisch vermessen werden kann. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzelchnet, daB d1e- 
se Dlalysiermembran zusatzllch an der in Fl ieBrichtung an erster Stelle 
liegenden OberflSche die analytbindenden KomplementarmolekQle 1mmob1li- 
siert enthSlt. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB die 
Sammel- und Anreicherungszone dadurch erzielt wird, daB das LOsungsmit- 
tel durch Anwendung von H1tze und Transportgas am Ende der Probenlauf- 
strecke verdampft wird. 
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14. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
daS di» primare analyterkennende und -bindende Reaktionszone und die da- 
von getrennte Sammel- und Anreicherungszone innerhalb eines teststrei- 
fenahnlichen Tragers mit Kapillarkraften liegt, so daB der Transport der 
flQsslgen Probe durch die verschiedenen Zonen durch letztere erreicht 
werden kann und keine externe Pumpe notwendig 1st, wobel die Auswertung 
Uber konzentrationsproportlonale Strecken oder Integral e Slgnale liber 
die charakterlstlschen Streckenabschnitte erfolgt und auch redundant 
1st. Das Auswertgerat 1st hier e1n Scanner m it optlscher oder elektri- 
scher Messung. Be1 dem elektrochemischen "Scannen" werden walzenformige 
Arbeltselektroden verwandt. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 14, dadurch gekennzeichnet, 

daB die Messung der Konzentration der redoxmarklerten Analytmolekiile auf 
den entsprechenden Oberf 1 achenzonen der erflndungsgemSBen Vorrichtung 
durch die el ektroche.nl sche Methode der schnellen zykHschen Voltammetrie 
oder einer anderen Methode, die ohne Netto-Umsatz (Substanzverbrauch) 
arbeltet, mittels einer planaren Drei-ElektrodenmeBzelle, die zusammen 
- mit einem.geelgneten Grundelektrolyten auf dlese Stellen gepresst w1rd 
erfolgt (Prinzip der DUnnschicht-MeBzelle). 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Planare oder quasi-planare elektrochemlsche Drei-ElektrodenmeBzelle an- 
stelie emer Makro-Arbeitselektrode aus einem Edelmetall, wie Platin, 
Go d o.l ein Ultra-Mi kroelektroden-Array aus den gleichen Materiallen 
■It Einzelelektrodendurchmessern < 10 mm enthalt, um den bei schnellen 
zyk ischen Voltammogrammen stark ansteigenden kapazltiven Strom zu ver- 

. a i 7 ' Vorrichtung nach Anspruch 15 und 16, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Arbeitselektrode oder das dazu benutzte Ultra-Mi kroelektro- 
den-Array in die betreffenden Zonen des Assays 1ntegr1ert s1nd. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, 
daB das zyklische Voltammogramm mit einer hohen Repetitionsrate im Be- 
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relch 1 bis » 100 Hz nlcht wie Qbl icherweise auf einem X-Y-Schreiber 
sondern auf einem elektronlschen Mlttelwertbildner reglstrlert w1rd» der 
so geschaltet ist, daB die digital 1 sierten Stromslgnale 1n belden Poten- 
tialrlchtungen auf ein und denselben spannungsproportionalen Kanal ad- 
dlert werden, was wegen des unterschledl 1chen Vorzelchens des kapazlti- 
ven Stromanteils bei den unterschledl ichen Anderungsrichtungen einer na- 
hezu 100 %1gen (Compensation dieses stbrenden nicht-faradayschen Stromes 
gleichkommt, wfihrend die konzentrationsabhfingigen Stromspitzen der Re- 
doxmolekQle be1 unterschledl ichen Potentlalen auftreten und daher sich 
gegenseitlg nicht kompensieren. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzelchnet, daB als 
Arbeitselektrode das Ultra-Mi kroelektroden -Array verwendet w1rd. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 15 bis 19, dadurch gekennzelchnet, 
daS der MeBvorgang eines Analyten automatisch computergesteuert in der 
Weise abfolgt, daB sowohl die von der Anordnung aufgenommene Probemenge 
als auch die Sammelzeit reproduzierbar eingehalten werden und die repe- 
titive elektrochemlsche Messung jeweils mit gleicher Zahl an Addltions- 
zyklen, die von dem Signal/Rauschverhai tnis abhSngt, durchgefQhrt wird. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzelchnet, daB als 
Redox-Marker-MolekUle, die mit dem AnalytmolekQl kovalent verknQpft wer- 
den, Redox-Systeme mit besonders hoher Standardaustauschstromdichte ver- 
wendet werden, die sich 1m betreffenden Lfisungsmittel oder in der Pro- 
benmatrlx losen. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzelchnet, daB als 
besonders reversible Redox-Systeme wasserlosl iche, stabile und lagerfa- 
hige Ferrocenderivate, Rutheniumkomplexe, Hydrochinone, Hexacyanoferrat 
(II/III), Jod/Jodid o.a. verwendet werden, die Qber SpacermolekUle mit 
dem AnalytmolekQl verbunden werden. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 14 dadurch gekennzelchnet, daB 
als Markermoleklile fUr die repetitive optische Detektion stabile, lager- 
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fahige spezlelle Molekule verwendet werden, die L1cht der Wellenlange > 
700 nm absorbleren und im langwell Igeren Berelch wleder als Fluoreszenz- 
licht emlttieren. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekennzelchnet, daS als 
Molekulklasse fQr die vorteilhafte IR-Fluoreszenzmark1erung das Bis-iso- 
thiocyanat-Derivat von 2-[4'-chloro-7' (3" -ethyl-2" -benzothiazol 1ny- 
Uden)- 3',5'-(l'"-propanedyl)-l', 3', 5' -heptatr1en-l' yl]-3-ethyl- 
benzothiazollumbromid, Porphyrinderivate mit groBen 2n+l P1-Elektronen- 
systemen oder Phthalocyanine verwendet werden, die s1ch auch durch be- 
sonders hohe Ext1nkt1onskoeffizienten auszeichnen. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 14, dadurch gekennzelchnet, 

daB die repetitive optlsche Messung, die dem M1ttelwertb1ldner zugeftihrt 
wlrd dadurch errelcht wlrd, daB abwechselnd die zu messende fluoreszle- 
rende Oberflachenzone und der Trageruntergrund an elner nicht mit der 
Sammel phase oder den Kompl ementarmolekul en bedeckten Stelle gemessen 
wlrd, was durch e1ne Relatlvbewegung des optlsches Strahles errelcht 
werden kann. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 14, dadurch gekennzelchnet, 
daB als optlsche Anregungsquelle anstelle elner welBen Llchtquelle und 
elnes Monochromators eine Intermittierend betrlebene Laserdlode 1m 
IR-Wellenlangenbereich mit hoher Strahlungsdichte, Monochromasie und 
Streul1chtfreihe1t zusammen m1t elner Lock-in Verstarkungstechnlk ver- 
wendet wlrd. 

27. Verfahren zur Konzentrationsbestlmmung eines Partners elnes sich 
chemlsch selektiv erkennenden kompl ementaren MolekOlpaars (Antlkor- 
per-Antigen, Rezeptor-Rezeptormolekul , DNA- Sequenz- kompl ementarer 

DNA- Strang, Gast-Wlrtsmoleklil ) mittels eines Imnuino -Assays nach den An- 
sprUchen 1 bis 26, dadurch gekennzelchnet, daB redox- und fluoreszenz- 
marklerte AnalytmolekQle eingesetzt werden und die elektrochemlsche bzw 
optlsche Messung der Vertellung dleser markierten MolekQle in den ver- ' 
schledenen Zonen der Testvorrichtung ohne Material verbrauch erfolgt, so 
daB beliebig viele repetitive Messungen moglich slnd. 
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28. Verfahren nach Anspruch 1 und 27, dadurch gekennzelchnet, daB 
die repetltlven Messungen in reproduzierbarer Art und Weise einem S1g- 
nalmlttelwertsbUdner zugefUgt werderi, so daB das Slgnal/Rauschverhfil t- 
n1s zwlschen dem faradayschen Strom und dem Untergrund sowie der Ober- 
flfiche m1t den fluoreszlerenden MolekOlen und der frelen TrSgeroberflei- 
che entscheidend verbessert w1rd. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Empf1ndl1chke1ts- und Selekt1v1tatsste1ge- 
rung be1 Immuno-Assays, MolekQl-Rezeptor-, DNA-komplemenUr DNA- und 
Gast-Wi rtsmol ekQl - Wechsel w1 rkungs -Assays 

Zusammenfassung: 



Verfahren zur Durchfuhrung besonders empflndHcher Immuno-Assays und 
welteren Assays, die auf MolekUl-Rezeptor-, DNA-komplemen- 
tar- DNA-Strang- sowle Gast-W1rtsmol ekQl -WechselwIrkungskrSf ten beru- 
hen, mlt schnellen und repetltlven Messungeri der StromstSrke oder des 
Fluoreszenzllchtes und Doppelmessung und Vergle1ch/Quot1entenb1ldung 1n 
mindestens zwel MeBzonen bzw. Kallbrierung analog der Methode des inne- 
ren Standards, unter Verwendung stabller redox- oder IR-fluoreszenzmar- 
klerter Anal ytmol ekQl e bei Immuno-Assays und Shnllchen Assays. 



Fig. 1 
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Die Synthese aminofunktionialisierterTriazinderivatc 
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Die Umsetzung von 3-Ferrocenylpropionsaure mit 
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Abb. 6c 



ERSATZ BLATT 



WO 93/21530 



*//f5 



PCT/EP92/03115 



Abb. 7 




Stromstarke: 15pA/cm, Scanraten: 

A: 160mV/sec 
B: 80mV/sec 
C: 26.7mV/sec 
D: 13.3mV/sec 
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TRANSLATION 

Process and device for increasing the sensitivity and selectivity of immunoassays, 
molecule/receptor, DNA/complementary DNA and foreign molecule/host molecule 
interaction assays 

Messerschmitt-Bolkow-Blohm GmbH 
PCT Patent WO 93/21530 

Abstract 

A process is disclosed for carrying out particularly sensitive immunoassays and other assays 
that rely on molecule/receptor, DNA strand/complementary DNA strand and foreign 
molecule/host molecule interaction forces, with rapid and repetitive measurements of the 
current density or fluorescent light and double measurement and comparison/quotient 
calculation in at least two measurement zones or calibration in an analogous manner to the 
internal standard method, by using stable redox-or IR fluorescence-labelled analyte 
molecules in immunoassays and the like. 



The invention relates to a generally applicable process consisting of a combination of 
selected steps and to devices for the extremely sensitive and interference-free determination 
of the concentrations of any antibody/antigen pair, complementary molecule/receptor pairs, 
complementary DNA strands and selective foreign molecule/host molecule pairs. It also 
relates to a device for increasing the sensitivity and selectivity of immunoassays, 
molecule/receptor, DNA/complementary DNA and foreign molecule/host molecule 
interaction assays. 

The quantitative analysis of complex mixtures of substances using the highly selective 
binding of antibody to antigen (lock-and-key principle) and the formation of DNA pairs in 
the case of so-called DNA probes is a well-established analytical method in biochemistry 
and clinical chemistry and is correspondingly widely used. In general, competitive tests with 
labelled antigens, antibodies or DNA molecules are used. In the radio immunoassay (RIA), 
the antigen added to the measurement solution (or the antibody molecule in the sandwich 
method) is radioactively labelled. In the enzyme immunoassay (EIA, or the heterogeneous 
enzyme-linked adsorbent assay, ELISA), a marker enzyme is bound to the labelling 
molecules concerned. These labelled molecules compete with the unlabelled molecules to be 
measured (the substance to be determined = analyte) for binding to the antibody (or DNA 
sequence) that is usually bound to a support, so that the unknown amount of antigen (DNA 
type and amount) can be determined if a test with an antigen (DNA molecule) of known 
concentration is carried out at the same time. In this method the measurement signals are 
inversely proportional to the concentration. Labelled antibodies are used in the so-called 
sandwich test. These bind sandwich-like to antigen molecules that themselves have 
previously been bound in a concentration-dependent manner to antibodies bound to a 
support. 



The highly specific binding of two complementary molecules naturally also permits the 
inverse process of the quantitative determination of the larger partner (analysis for the 
antibody or receptor, or of the complementary DNA molecule (or biosurface) that has a 
DNA sequence complementary to the labelled sequence, at least in a partial zone) and is 
therefore the most important biochemical analytical method. Now that it has become 
possible to produce monoclonal antibodies in any quantities for smaller molecules (haptens) 
as well, these immunological methods are becoming increasingly important in environmental 
analysis. For example, the use of monoclonal antibodies to the various dioxins can reduce 
the total cost of analysis considerably, as the very expensive GC-MS analysis need only be 
carried out if the immunological test gives a positive result (screening). 

The immunological methods that have by now become traditional (RIA and EIA or ELISA) 
have substantial disadvantages that are well enough known. Either there are disposal, 
dispatch or storage problems because of the use of radioactive material, or it has to be 
assumed that the immunological reaction will be influenced by the enzyme molecule, which 
generally has a much greater volume than the relatively small antigen molecule. Enzyme- 
labelled antigen or antibody molecules (or one of the partners of molecule/receptor, foreign 
molecule/host molecule or DNA/complementary DNA interaction methods) have all the 
disadvantages of enzyme methods. The lifetime of the enzyme is limited and with unknown 
environmental matrices the enzyme reaction (biocatalysis) is extremely sensitive to 
interference from inhibitors or enzyme poisons (e.g. heavy metals), so that false results are 
obtained. The enzyme-labelled compound must generally be stored cool for reasons of 
stability. This declining activity means that additional calibration steps are needed, and the 
principles of GLP (good laboratory practice), which must be adhered to in quantitative 
analyses, require reserve samples and so a certain quantity of the expensive enzyme-labeled 
compounds. Phase separation is also necessary; a substrate has to be added, which makes 
handling very complicated. The operating steps required generally take some hours. The so- 
called homogeneous enzyme immunoassays (EMIT) do not require phase separation; they 
work competitively and are suitable only for small antigen molecules. 

There has been little prior work on a simple and generally applicable use of selective 
molecule/receptor interaction forces, DNA pair-forming reactions or the equally selective 
foreign molecule/host molecule relationships of supramolecular chemistry in analytical 
chemistry for quantitative determination or even the constitution of corresponding sensors. 

The advantageous constitution of a simple and cheap electrochemical measurement system, 
whose requirements in terms of apparatus are least for potentiometry or amperometry, 
generally fails in the face of the fact that the substance to be determined (the analyte) is not 
present in the form of a potential-determining ion, but as a neutral molecule, or cannot be 
made to undergo a selective electrochemical reaction. The use of optical methods 
(spectrophotometry, the measurement of fluorescence, ellipsometry, surface plasmon 
resonance spectroscopy, the evanescent wave method, etc) to measure the above-mentioned 
specific molecular interactions has been described. Some can detect the immunological 
reaction even without a labelled partner from the change in the refractive index at a phase 
boundary, but have great problems with small analyte molecules (which are usual in 
environmental analysis) at trace amount levels (< 1 ppm), as the non-specific binding of 
interfering substances that are also present in real samples, usually in large excess relative to 
the analyte, limits sensitivity. 
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Optical methods with the usual fluorescent labels, which need an excitation wavelength in 
the UV or visible range of the spectrum, require a high outlay on equipment, which stands in 
the way of widespread routine use. The efforts that have to put into stabilising the light 
source, producing monochromatic light with the aid of a monochromator free from scattered 
light, to exclude the effects of extraneous light, to improve sensitivity, and so on, require 
modifications to equipment that are very complex and therefore expensive. Furthermore, 
many substances in typical biological matrices other than the fluorescent groups of 
molecules of the marker (e.g. tryptophan) are excited at the same time, so that their 
fluorescence cannot be distinguished from that of the labelling molecule, which greatly 
impairs the limit of detection. These problems can only be overcome by labelling with 
special fluorescent markers that work on the delayed fluorescence principle, but this method 
requires expensive equipment and is used virtually only in so-called enhancement steps to 
increase sensitivity - but this means an additional operation. 

The German patent application DE 3916432 Al (1990) describes a potentiometric method 
for detecting an immunoreaction between unlabelled complementary partners that can also 
be used on smaller analyte molecules in the range below 1 ppm. 

In the case of immunoassays that work in the same way as affinity chromatography and in 
which there is a displacement reaction with a labelled analyte molecule, the state of the art 
hitherto has described only measurements with through-flow cells in which the interaction 
time (= pure measurement time) with the measuring quantities (light, current, etc) is 
predetermined by the flow rate and is relatively short (only a few seconds). Especially with 
continuous flow measurements, such a short measurement time does not permit a high 
degree of electronic damping, so that the signal-to-noise ratio (S/N ratio), which falls away 
rapidly in the most sensitive regions, sets limits to the electronic or optoelectronic 
amplification technique. Repeat measurements, which have similar beneficial effects on the 
S/N ratio when means are obtained, are also impossible when the labelled substance passes 
rapidly through the through-flow detector. Moreover, repeat measurements require a 
reference point, i.e. a background measurement (blank value), for which an appropriate 
device is needed. 

Neither is there anything in the state of the art on a simple and quasi-automatic separation of 
the sample matrix with interfering components also emerging from the immunological 
reaction zone, except in connection with the heterogeneous ELIS A techniques, in which an 
additional separation step is prescribed. This is of central importance for correct 
measurements and is an essential prerequisite for repetitive measurements, with which 
erroneous measurements are also cumulative. 

There has not yet been any description equating immunoreactions with receptor reactions or 
DNA formation and foreign molecule/host molecule inserts with the ability to recognise 
molecules along the lines of the generally applicable arrangement of the invention that can 
be used with sensors, as labelling with an enzyme of large volume interferes very markedly 
with these selective binding reactions (steric hindrance). This does not apply to the 
relatively small redox systems or IR-fluorescent molecules. 



There is therefore a need for a generally applicable process and a device that avoids the 
known disadvantages of direct-reading processes and processes with labelled immunological 
partners (all current immunoassays). 

The task of the invention, to increase the sensitivity and at the same time to reduce the 
known cross-interferences in all traditional immunoassays and like processes, is achieved in 
particular by a selected combination of several process steps in accordance with Claim 1 . In 
order to achieve the required extremely low limit of detection in the trace analysis range, the 
invention uses repeatable electrochemical and optical methods of measurements together 
with a special method of electronic signal processing (signal averaging) and corresponding 
measurement arrangements instead of the highly susceptible and imprecise enzymatic signal 
amplification methods. 

In the process of the invention, the immuno-partners to be determined (antigen or antibody, 
molecule or corresponding receptor, foreign molecule or corresponding host molecule, DNA 
strand and the corresponding complementary sequence) are bound in a stable manner (i.e. 
covalently) either with a stable redox system or with a stable compound that is fluorescent in 
the infra-red region (> 700 run). These two types of marker molecules were selected after 
extensive preliminary experiments and on the basis of certain criteria that will now be 
disclosed. Inorganic or organic systems with high standard exchange current densities at 
inert metal electrodes are suitable redox systems, while molecules that can be excited to 
fluorescence in the far infra-red (> 800 nm) with cheap laser diodes are the most 
advantageous labelling molecules among the fluorescent markers. 

The process of the invention is simpler, more sensitive, quicker, more correct and therefore 
ultimately cheaper than all immunoassays that have been described hitherto. The direct, 
extremely sensitive and rapid measurement of smaller antigens, which the processes 
disclosed in the above-mentioned documents can achieve only inadequately or not at all, is a 
further advantage. Precisely this field offers great scope for the application of the new 
molecular analysis (analysis of harmful substances), especially in the field of environmental 
protection or in the monitoring of maximum concentrations in the workplace, as well as in 
clinical chemistry (medical diagnosis, pathology, forensic medicine). 

The process of the invention can be carried out in different ways: 

In an advantageous version the labelled analyte molecule may be first bound to the 
immobilized partner. On contact with the bound, labelled partners, the unlabelled analyte 
molecule displaces its labelled counterpart (redox- or fluorescer-labelled antigen or antibody 
molecule = labelled analyte molecule) from the surface bond and the latter is carried away by 
a stream of liquid. 

In another version the labelled analyte molecule is added to the sample in a known ratio and 
the mixture is allowed to interact with the immobilized immuno partners (including all the 
complementary systems mentioned above). Different amounts of the labelled analyte 
molecule are bound competitively, depending on the concentration of the analyte, there being 
an inverse relationship. In both versions, the labelled analyte molecules that are not bound 
or that are released are collected in an extremely small space by the corresponding 



immunological (complementary) partner, which is present in an immobilized or locally 
confined and fixed form, concentrated up and freed from adherent sample matrix by rinsing. 

Again, in the form of the device of the invention in which there is an electrochemically and 
optically accessible surface, the measurement may be made on the part that does not 
correspond to the collected eluate.. In competitive tests in which the surface of the device is 
covered with immobilized partner molecules saturated with labelled complementary 
molecules before contact with the sample, the reduction in the intensity of labelling, which is 
proportional to the amount of analyte, can also be measured. In the other form of 
competitive tests in which labelled and unlabelled analyte molecules are added together to 
the immobilized complementary molecules with free binding sites, the increase in labelled 
molecules in this surface zone is inversely proportional to the concentration of analyte. In 
this case the amount of labelled molecules that pass through the immunogenic zone unbound 
is directly proportional to the amount of analyte. In making measurements on accessible 
surfaces with an immunological-analytical device of this kind, it is therefore possible to 
obtain the analytical result in duplicate (with redundancy). This possibility of determination 
in duplicate is new and considerably improves the reliability of the whole immunoassay. 
Errors and interference can be discovered at once from the failure of the two measurements 
to correspond. 

The process of the invention includes a double determination of the analyte. For a 
displacement assay, the decrease in the signal intensity integrated over the immunogenic 
zone (proportional to the concentration) must correspond to the increase in the "molecule 
trap" zone (see Figure 2). The same also applies to the method in which the labelled analyte 
molecule is added to the sample in a known ratio before each analysis. The trapping of the 
unbound labelled and unlabelled analyte molecules in a special trapping zone enables the 
concentration of unlabelled analyte molecules in the sample to be deduced directly from the 
concentration of labelled analyte molecules that can be measured in that zone. The higher 
the concentration of labelled analyte molecules after passing through the immunogenic zone, 
the higher the concentration of the analyte in the sample. 

A further advantage of the invention (more sensitive and freer from interference than 
previous methods not based on enzymes) is the separation off of the matrix substances that 
are not specifically bound before the actual measurement and the collection or accumulation 
of the labelled molecules on a flat surface on which unlabelled partner molecules with free 
binding sites are bound, so that they specifically bind the labelled partners that have passed 
through the other immunological binding zone without being bound or have been released 
from there by unlabelled analyte (displaced from the bound state). The labelled analyte 
molecules bound to a flat surface, the amount of which provides, after calibration, 
information on the amount of (unlabelled) analyte molecules present in the sample, can then 
be determined electrochemically or optically, depending on the type of labelling, allowing 
both long measurement times with high damping and cyclic or repetitive measurements with 
electronic (or computer-aided) averaging. The laws of statistics show that the signal-to-noise 
ratio can be improved by a factor equal to the square root of N by making N measurements. 

Other collection phases may also be used instead of the specifically binding immuno partner 
molecules with free binding sites as selective "molecule traps" after the primary competitive 
immunoreaction. In the case of lipophilic analyte molecules, it is sufficient for there to be a 



zone through which the sample flows that is saturated with oil or wax (or PVC plus a 
plasticizer). Alternatively, a material such as is commonly used in reversed phase 
chromatography may be used (e.g. RP-18 stationary phase). The latter is particularly 
appropriate when analyte molecules present as ions have to be retained. In this case an 
appropriately charged, lipophilic counter ion is added to the mobile solution. This results in 
ion pair binding in the oil or fat, making the passage of the labelled analyte molecules 
through this molecule trapping zone difficult. When there is a flow of carrier solution, they 
will accumulate towards the end of the lipophilic zone and so be made accessible to the 
sensitive measurement. 

The use of test-strip-like chromatographic material gives a particularly simple and elegant 
device in connection with this aspect of the invention. The source of the material here can be 
either paper chromatography (extended to include membrane filter materials based cellulose 
acetate or nitrate or the like) or thin-layer chromatography (see Figure 2). 
The production of the devices of the invention is simple and rational. For applications of the 
process disclosed here in the field of environmental analysis, the appropriate polyclonal or 
monoclonal antibodies or F^ fragments are applied to over 75% of the test strip surface 
using known binding techniques (covalent immobilisation by means of spacer molecules and 
F c -part binding components) in the correct orientation (binding sites out). After these 
macromolecules that recognise the analyte have been fixed on the surface of the test strip, the 
start region is dipped in a solution containing only labelled analyte molecules. 
This ensures that all the binding sites are occupied by these labelled analyte molecules. 
The length of this immunogenic zone corresponds to the size of the measurement zone. This 
is followed by thorough rinsing to remove labelled analyte molecules that are bound purely 
by adsorption. The rest of the test strip now contains the antibody molecules that recognise 
the analyte (or, in the case of the other analogous reactions, the corresponding DNA's or host 
molecules) with free binding sites and serves as a molecule trap for the subsequent 
measurement. This collection zone may advantageously be terminated by a thin zone with 
dialysing properties. 

The result of this is that, although the mobile base electrolyte (determined by the nature of 
the antibody molecule) can pass through this zone, the larger, labelled analyte molecules are 
retained and therefore accumulate in an extremely small zone. This arrangement can also be 
used in transparent glass tubes or cheap plastic tubes filled with the chromatographic 
material concerned. If these tubes are closed off with the dialysis membrane no other 
collection zones are required. All that is needed is to ensure the unimpeded access of the 
optical beams, which are here preferably axial and not lateral to the tubes. In the case of 
redox-labelled analyte molecules, this dialysis film is fitted so that it can be taken out and the 
inside of it with the collected labelled analyte molecules released in the primary immuno 
zone in proportion to the analyte made accessible to the planar electrochemical cell. The 
latter may of course also be fixed to the inside of the dialysis membrane in advance by 
microelectronic methods. 

The electrode surfaces are miniaturized and require only minimal amounts of noble metals, 
so that here too the test-tube like device may be disposed of after a single measurement. 
The tube arrangement covers a wider concentration range of the analyte, i.e. the calibration 
curve moves into the saturation range later than is the case with a planar arrangement, 
because of the larger amount of immobilized analyte-recognising and -binding antibodies. 



THIS PAGE BLANK wspto) 



The evaluation can also be made on the regions of displacement (or integrated over them) 
(see Figure 2). A cheap laser diode scanner may be used for this purpose. 

A free end zone, with evaporation of the solvent, may also be used in the arrangements 
discussed above to accumulate the labelled analyte molecules that are released or not bound, 
in both the displacement method and the competitive method (addition of the labelled 
analyte molecules at the beginning of the assay). The stable redox marker molecules and the 
IR fluorescence molecules selected are able to withstand increases in temperature. Given 
compatibility with the antibodies, more easily evaporated solvents may be used to improve 
efficiency, further addition after the primary immunogenic zone also being possible. It is 
important that evaporation to concentrate the labelled molecules is confined to a small zone 
(area), because this ensures that the solvent transports the molecules to be detected to that 
location before it is evaporated off and leaves the molecules behind there. Figures 1 and 2. 
illustrate the various possible arrangements by means of sketches. 

The electrochemical method of measurement optimized in accordance with the invention 
is a cyclic voltammetric method in association with a stable redox, the latter being 
distinguished from all possible redox systems in that it has an especially high standard 
exchange current density. With thin-film measurement cells cyclic voltammetry guarantees 
that there is no net turnover, i.e. consumption of the measured substance: it is merely always 
oxidized and reduced. In accordance with the invention, the highest sensitivity of 
measurement is achieved when the range of potential in which the working electrode(s) is/are 
operated cyclically includes the half-step potential of the redox marker 
(-200-600 mV). At high rates of change of potential (» 500 mV/sec scan rate), working 
electrodes > 10 mm give anodic and cathodic current peaks that are proportional to the 
concentration of the redox system. The higher the scan rate, the larger the current peaks, 
which is equivalent to an increase in sensitivity. When systems with the highest standard 
exchange current densities (e.g. ferrocene compounds, ruthenium complexes, 
hexacyanoferrate II/III, 171, etc), are used, redox systems not completely eliminated from the 
sample matrix cause much less interference when short cycle times (rapid voltage rises) are 
used. The best reversible redox systems permit of more than 1000 cyclic voltammograms 
per second (1000 Hz). Residues of less reversible redox systems from the sample matrix that 
might interfere cannot be transformed electrochemically so quickly and therefore produce no 
measurement signal (flow of current). 

Alternatively, other electrochemical methods that involve no consumption or net turnover of 
the reacting system may be used, i.e. pulse voltammetry or differential pulse voltammetry or 
square-wave voltammetry are also suitable, but for reasons grounded in principle cannot be 
operated with such a quick cycle time. 

A further stage in the process of the invention that advantageously leads to the desired great 
increase in sensitivity lies in a special method for compensating for the capacitative current 
that represents the background to the signal and increases with fast working electrode 
potential scan rates. 

This is done using a computer-controlled evaluation system operating like a scan recorder 
through the agency of a rapid AD-converter. Compensation for the non-faradaic background 
current, which also makes a major contribution to increasing sensitivity, can be effected in 



two ways, which can be used individually or together. With working electrodes having a 
diameter greater than 10 mm the channel assignment of the scan recorder is reversed when 
the turning point in potential is reached, as if the voltage on the working electrode were 
being plotted against the current flowing (C-V diagram) with an X-Y recorder. As this is 
equivalent to a simple addition of the signals, equally large cathodic and anodic currents 
cancel each other out for each measurement channel (time window or potential). Only for 
the peak currents, which are separated by about 60 mV is this not the case. 

A further step that is a major advantage in achieving the goal of this invention is the 
electronic averaging that is only made possible by rapidly repeated measurements without 
consumption of the substance being measured. A signal averaging device also drastically 
increases the signal-to-noise (S/N) ratio while doing this, as several thousand cycles can be 
averaged. Since it easy to scan far more than 100 potential cycles per second (» 100 Hz) 
with reversible redox systems, the signal-to-noise ratio is improved by a factor of 10 in only 
1 second, for example. Measurement times corresponding to those for immunoassays with 
enzyme labels give improvements of several orders of magnitude in this S/N ratio, which 
determines the limit of detection, without the disadvantage in this case that the sensitive 
protein molecules (enzymes) interfere. The second method for suppressing the interfering 
capacitative background current in cyclic voltammetry uses an ultramicroelectrode array 
with the diameters of the individual electrodes less than 10 mm as working electrode. In this 
case there are no longer anodic and cathodic peak currents, but a current step with 
well-defined plateaus. As in polarography, the step height is proportional to the 
concentration of the electrochemically transformed redox system (marker molecule). 
For this purpose the device of the invention uses a planar array of about 2000 individual 
electrodes 3 mm in diameter, in which the reference and counter electrodes are already 
optimized and integrated in the surface. Only one of many possible geometric arrangements 
proved to be suitable (see Figure 3). 

The new application of cyclic voltammetry to achieve extremely high sensitivities of 
measurement with redox systems or marker molecules with redox groups is made possible 
by the fact that the substance being measured is not used up in the course of alternating 
oxidation and reduction. The invention solves the problem of the diffusion away of the 
redox system by choosing a thin-film cell arrangement, in which the working electrode(s) 
and the counter and reference electrodes are pressed against the surface with the redox- 
labelled partner molecules that is moistened with the base electrolyte. The unlabelled partner 
molecules that bind the redox-labelled molecules may also be immobilized on or 
immediately next to the electrode surface. The cyclic procedure is necessary for limits of 
detection below 1 ppb (redox system), as all molecules must if possible be detected 
electrochemically at such extremely low concentrations. A current of 1 mA then 
corresponds to a turnover of substance of about 10" 10 mol/sec. At present, good 
electrochemical cells permit reliable current measurements in the nA range, which 
corresponds to a turnover rate one thousand times smaller. Signal averaging now makes 
pico- and femto-ampere currents measurable, leading to turnover rates of 10" 16 and 10" I9 mol 
per sec, respectively. 

In the case of optical detection, the desired increase in sensitivity is achieved by a 
combination of several, at least two, process techniques. The first technique is to use label 
molecules that absorb strongly in the IR and fluoresce in the farther IR, as this eliminates the 



interfering background fluorescence of certain protein molecules (e.g. with biological 
matrixes), and cheap laser diodes are particularly advantageous as excitation sources of high 
spectral light density. The low beam convergence of the laser light emitted permits 
especially precise delineation of the measurement window. Another technique is the use of 
fluorescent labelling molecules whose fluorescence decays especially slowly, so that this 
fluorescence can be clearly distinguished from the rapidly decaying fluorescence of the 
interfering molecules in the sample matrix. In contrast to a commercially available 
arrangement in which the exciting light is simply cut off by a shutter and the actual 
measurement of the fluorescent light does not start until after a few milliseconds (after the 
interfering fluorescent radiation has completely decayed) and is obtained by integration over 
a certain time, the evaluation in the process of the invention is obtained by an electronic 
method of allowing for the slower decay time that gives a direct and more rapid 
measurement. This is done by using a lock-in amplifier, which enables amplification that is 
selective as to frequency and phase. Here, the interfering fluorescence with a rapid decay 
time is suppressed by an appropriate choice of phase angle on the instrument. The advantage 
of this method over the counting rate method (photon counting) of the commercial version is 
the higher sensitivity, because the frequency-selective amplification amplifies only a fraction 
of the generally white electronic noise of the photo-receiver and because it is possible to 
work at higher light chopper frequencies, which drastically increases the display speed, so 
that continuous flow measurements, such as are usual in FIA, can still be carried out with 
satisfactory sensitivity. 

These and other advantages are obtained in the invention by: 

A A kind of affinity chromatography column or a surface of a support of any kind with 
immobilized partner molecules to the molecule to be determined (analyte) that is open 
or accessible to optical and electrochemical measurement; 

B A similar "collecting surface", also accessible to measurement, for released labelled 
analyte molecules (in the case of a displacement reaction by unlabelled analyte 
molecules oh the above column or surface that is occupied as completely as possible with 
labelled immunogenically bound analyte molecules; 

C. A flat electrochemical measurement cell in accordance with the invention in a 
potentiostatic circuit consisting of two or three electrodes with one or more working 
electrodes that performs cyclic voltammetry in the electroactive range of the redox 
system concerned (repetitive oxidation and reduction) and that can be brought into 
direct contact with the "collecting surface" or the [surface] mentioned in A. 

D. A fluorescence arrangement that excites fluorescence at emission wavelengths 

> 700 nm and that oscillates rapidly between an unlabelled background and the sites 
where the optically labelled analyte molecules are retained on the surfaces concerned 
(alternatively, it is possible to use fluorescent labels that permit the method of time- 
delayed fluorescence, in which case the direct and rapid measurement is carried out by 
an electronic phase-selective amplifier that can also oscillate rapidly between an 
unlabelled and a labelled background with the aid of light guides). 



E. An electronic signal averaging device or a computer-aided addition of signal/time 
curves (time proportional to the voltage in electrochemical detection or to the site of 
measurement in optical methods). Any statistical electronic noise averages out to zero 
in the ranges of highest sensitivity. 

F. If the evaluating measurement determines the change in both the labelled analyte 
molecules in the primary immunogenic zone and in the collection zone, a sort of internal 
standardisation may be carried out by finding the quotient in addition to a double 
measurement. This improves the reliability of the measurements in a similar way to the 
internal standardisation of emission spectroscopic methods. 

The surface with the immobilized immunological partner molecule to the analyte should be 
heavily loaded in the interests of obtaining a wide measurement range. The molecule 
concerned must also be immobilized in the correct orientation (with the epitope region 
outwards). This can be achieved, for example, by using an appropriate electrical field (or 
current) at the phase interface between the support surface and the measurement solution. 
This ensures that the partner is immobilized in an oriented way without the need for 
expensive special substances (like the usual spacer molecules). Oriented immobilisation 
combined with a high density of immobilisation ensures a high sensitivity of measurement 
and a wide measurement range. Alternatively, the immobilized partner molecules may be 
bound to support surfaces (e.g. glass beads, chromatographic stationary phases, microtitre 
plates, etc) by the usual techniques with F c -part binding spacer molecules (in the usual 
method of immobilising antibodies in the field of environmental analysis). 

Paper can also be used as a cheap support in a particular variant of the examples of 
implementation. Ordinary laboratory filter paper or cellulose-based membrane filters or 
other materials may be used for this purpose. Thin-layer chromatographic supports are also 
eminently suitable for this purpose, as they are easily modified on the surface. Thin-layer 
plates with or without background fluorescent labelling that have already been modified to a 
so-called reversed phase (RP -material) are a preferred form of implementation of this kind. 
Here, the oriented immobilisation of the partner molecules (i.e. that partner of the pair of 
complementary molecules which bind together that is not the analyte) is particularly 
successful if one or more long-chain aliphatic residues (C 6 -C 2 s) are synthesized on to these 
molecules in a controlled way opposite the epitope region, or, in the case of antibodies, if the 
Fab fragments with the specific binding sites obtained by gene technology are made to 
produce lipophilic molecule groups on the opposite place of the molecule. The lipophilic 
residues of the molecules to be immobilized then penetrate into the aliphatic molecule brush 
of the support surface and so are fixed at very high density without impairing the binding 
properties. They can, however, be eluted as usual in chromatography after denaturation or 
deactivation, so that the support is available for immobilisation wdth fresh molecules. When 
thin-layer plates on an aluminium foil base are used, there is the elegant possibility of using 
the latter as counter electrode in electrochemical detection. 

This process can also be dynamically automated within the framework of a flow-injection 
analysis, i.e. the molecules to be immobilized (without or with bound analyte molecules with 
label) are first applied to the unloaded RP-surface, rinsing is carried out to remove the excess 
in the case of unloaded molecules and the labelled analyte molecules are passed over the 
surface until saturation is reached. After further rinsing, the sample may be applied. The use 



of accessible flat surfaces for immobilisation of the partner molecules can save a process 
step, for in both, versions (pre-immobilisation with labelled analyte molecules and 
competitive binding of labelled analyte molecules added with the sample) the amount of 
labelled analyte molecules bound can be determined easily both with the planar 
electrochemical cell (by simply pressing it on the surface) and by the optical fluorescence 
method without the use of an additional collecting surface. 

In both methods of detection it is important that interfering substances are rinsed out from 
the sample matrix before the actual measurements. This is done with pure buffered 
electrolyte solution that both promotes the stability of the biomolecules and represents the 
base electrolyte for the electrochemical or optical method of detection. 

The redox systems chosen for use in the invention are those that give the highest standard 
exchange current densities at the working electrode materials used (platinum, gold or another 
noble metal). Of all the possible redox systems, this preferably includes only those that are 
particularly reversible, such as those based on ferrocene, ruthenium complexes, 
hexacyanoferrate (II/III), iodine/iodide, etc. Especially advantageous redox systems have a 
redox potential close to that of oxygen, so that oxygen does not interfere and cyclic 
voltammetry can be carried out without the need for a stream of inert gas. 

In regard to the electrochemical cell, it is also particularly advantageous to use a planar 
microelectrode array arrangement, as the advantages of ultramicroelectrodes are achieved 
when the diameters of the individual electrodes are > 10 mm. These advantages are: redox 
steps instead of peaks in the voltammogram, reduction in the ratio of the capacitative current 
to the faradaic current, independence of stirring, practically consumption-free measurement 
even without using a cyclic voltage, etc. 

A particularly advantageous class of molecules for the fluorescence labelling are large 
porphyrin rings or appropriate phthalocyanins [attached to] the bis-isothiocyanate derivative 
of 2-[4'-cMoro-7X3"-ethyl-2^ 

heptatrien-r-yl]-3-ethylbenzothiazolium bromide (see Figure 4). They can be excited by 
cheap long- wave monochromatic laser light sources free from extraneous light and produce 
fluorescence in a wavelength range in which there is practically no interference from other 
molecules. The use of laser diodes with corresponding IR-sensitive semiconductor detectors 
allows especially small measurement devices to be constructed (e.g. hand-held instruments). 

The devices and procedures of the invention are explained in more detail by means of 
examples: 

Example 1 

Displacement of the labelled analyte molecule from the immunologically prepared surface 
zone by the unlabelled analyte molecules in the sample: 

An advantageous form of implementation of the arrangement of the invention and of the 
process of the invention is based on a competitive reaction between labelled and unlabelled 
analyte molecules. In this case non-specific binding balances out, as it occurs equally in 
both cases. It is also desirable that the unlabelled analyte molecules have a slightly higher 



binding constant than the labelled molecules, so as to displace them more effectively. This is 
the case as a rule, as covalent binding to a relatively large marker molecule weakens the 
antibody/antigen (or, more generally, molecule/complementary molecule) bond because the 
two molecules can no longer come optimally close to one another. 

Human serum albumin (HSA) was chosen as model analyte in this example. 
The corresponding antibody (anti-HS A) was used as immobilized partner molecule. 
The anti-HSA antibodies were bound to the surface of Sepharose material of small particle 
size (150 mm) by known immobilisation techniques and coupled with fluorescence-labelled 
HSA. A europium chelate compound (BCPDA) was chosen as fluorescent molecule. It was 
possible to bind several fluorescent chelate complexes (20-30) covalently to one HSA 
macromolecule. The europium chelate compound was chosen in this example instead of the 
IR-emitting label, because the fluorescence that appears in this case decays much more 
slowly than that of the interfering sample matrix (protein molecules in the case of biological 
samples). The measurement was made at the end of a small column loaded with the 
Sepharose material and the labelled immuno complex. When unlabelled HSA was added, 
the HSA molecules with the fluorescent label displaced from the surface of the Sepharose 
particles loaded with HSA antibodies were measured in a through-flow cell. Light with a 
wavelength of 350 nm was used, the beam being chopped with an optical chopper with a 
frequency of 140 Hz. The fluorescent light was measured at right angles to the light used for 
excitation. A photomultiplier was used as light detector and a phase angle of 0° was set on 
the lock-in amplifier. Figure 5 shows the signals that can be measured on adding unlabelled 
HSA. They are proportional to the HSA concentration in the sample applied to the column. 
This measurement technique enables many more samples to be analysed per unit time than 
with photon counting, which is anyway closed to the FIA technique. Apart from HSA, it 
was possible to determine other analytes such as atrazine and other harmful substances in the 
sub ppm range with high precision by immobilising appropriate monoclonal or polyclonal 
antibodies. 

Example 2 

Electrochemical detection of redox-labelled analyte molecules: 

Atrazine, which is environmentally relevant, was chosen as analyte. It was covalently bound 
to a modified ferrocene molecule in 6 steps by standard methods of organic synthesis. The 
highly reversible redox system chosen had first to be converted into a water-soluble form by 
attachment of strongly polar side chains. The individual steps in chemical synthesis, starting 
from the commercially available starting product, are shown in Figure 6. 

After purification, the final compound, redox-labelled atrazine, was used in atrazine assays 
by both the displacement method and the competitive method. The corresponding antibodies 
have been described in the literature by Hock et al. (1, 2). Figure 7 shows cyclic 
voltammograms for this redox-labelled atrazine at extremely high dilution on a support 
surface. The direct contact between the redox system and the surface of the working 
electrode and the absence of any redox molecules diffusing towards or away from it means 
that the peaks in the cyclic voltammogram are sharper than usual. This effect also improves 
sensitivity. 



Example 3 



Increasing the limit of detection by repetitive electrochemical oxidation followed by 
reduction: 

Hexacyano ferrate (II/III) in a ratio of about 1 : 1 was chosen as reversible redox system. The 
typical limit of detection for this system in classical cyclic voltammetry lies in the millimolar 
concentration range. The method of electronic signal averaging, which can be used here 
because the measurement technique does not involve consumption of the analyte, enables 
quantitative determination of extremely low redox concentrations far below the micromolar 
(mmol/L) range with a very good signal-to-noise ratio. For example, with a cycle frequency 
of about 1000 Hz, 1000 oxidation and reduction reactions can be carried out in a second, 
which is equivalent to a ten thousandfold higher redox concentration (compared to the usual 
operating frequency of 0. 1 Hz) in regard to the electrochemical signal, or to a 
correspondingly higher electron transfer number, which would be equivalent to an analyte 
molecule to which a corresponding number of single-electron redox molecules were bound. 

Example 4 

Suppression of the capacitative component of the current in rapid cyclic voltammograms by 
application of cyclic averaging: 

It is well known that at high rates of change of potential a so-called capacitative current 
arises due to the corresponding change in charge of the double-layer capacitance at the 
boundary of the working electrode. The magnitude of this current is unfortunately 
proportional to the rate of change, so that an extremely high cycling rate in cyclic 
voltammetry should actually be excluded because this component far outweighs the 
corresponding redox peak (faradaic current) and results in voltammograms like that shown in 
Figure 9. If, in contrast, with macro working electrodes the voltage coordinate values are fed 
into the individual digital channels of the averaging device or scan recorder counting 
backwards as with an X-Y recorder with this device, the reversal of the sign of the current on 
addition in any one channel (which is assigned to a quite specific working electrode 
potential) results in the balancing out of the capacitative component of current. This 
balancing out is almost complete, as at constant double-layer capacitance the capacitative 
current is proportional to the rate of change of potential dU/dt, ignoring the prefixed sign. 
Only the faradaic current peaks, which are proportional to the concentration of the redox 
system, are not balanced out by this trick of circuitry, as they occur at different potentials. 
This then gives a low-noise averaged cyclic voltammogram like that shown in Figure 8e. 
Working with potential cycle frequencies of well over 1 00 Hz is made possible only by an 
electronic device with this circuitry. 

Example 5 

Suppression of the capacitative component of the current by using an ultramicroelectrode 
array: 

If the surface of the working electrode is reduced in size, the corresponding double-layer 
capacitance falls much more markedly than the faradaic current density, i.e. the ratio of the 



faradaic current (which is proportional to the analyte) to the capacitative current is greatly 
improved, so that extremely fast rates of change of potential of > 500 V/sec become possible. 
In addition, the change in the diffusion conditions for the electroactive species causes a 
change in the signal form. Ultramicroelectrodes (diameter < 10 mm) allow spherical 
diffusion conditions in contrast to the planar diffusion with macroelectrodes 
and transform so little of the substance that there is no depleted layer growing into the 
solution. This is reflected in the voltarnmogram by a clear step and a stable limiting current 
plateau. Figure 10 shows the difference between a cyclic voltarnmogram for a trace of a 
redox system with a macroelectrode and an ultramicroelectrode array with the geometry 
disclosed in Figure 3. The array has exactly the same characteristics as an individual 
ultramicroelectrode but has the advantage that the magnitude of the current is increased in 
accordance with the number of electrodes. 

Example 6 

Arrangement for an especially simple form of implementation: 

It is preferable to use capillary forces instead of the forced flow obtained in a flow injection 
analysis, Other supports for the immobilized partner molecules, apart from those based on 
the principles of paper and thin-layer chromatography, can be used. A piece of chalk (or 
sintered glass/ ceramic material) in the shape of a column is one example of this. With 
hapten-like analytes, the antibody molecules are here saturated with the labelled analyte 
molecules before immobilisation on the surface of the chalk. Immobilisation can be effected 
by simply dipping in this solution, during which the path of run may be observed. The 
molecular associates are fixed to the surface or cross-linked with Afunctional reagents. A 
second collection zone for molecules is also established, separated from this primary 
immunological zone by an untreated flow zone. In the interests of high sensitivity, a narrow 
region right at the end of the chalk support suffices for this. In the example, the end surface 
has the same antibodies as were used in the primary immunological zone, the only difference 
being that here the analyte-selective binding sites are free, so that they collect the labelled 
analyte molecules released by the unlabelled analyte in the sample and concentrate them in 
an extremely small space. The electrochemical or fluorimetric measurement is then carried 
out on the polished end surface of the chalk column. The flow of a carrier electrolyte or of 
the sample due to the capillary forces is maintained by placing an absorbent plug on this end 
surface. The amount of sample measured must be found from the reduction in sample 
volume. 

If a support (e.g. a column through which the sample flows, blotting paper, membrane filter, 
etc) to which a partner is bound is used in the invention, this partner is displaced by the 
unlabelled analyte in a competitive reaction. However, before it can leave the column and 
before the measurement, it is once more bound by immobilized complementary molecules 
and so accumulated for the actual measurement, while at the same time interfering 
substances can be removed by rinsing before the extremely sensitive electrochemical or 
optical measurement is carried out repetitively and the signal-to-noise ratio increased at will 
by signal averaging. 



Patent claims 

1 . Process for carrying out especially sensitive immunoassays and other assays depending 
on molecule/receptor, DNA/complementary DNA strand and foreign molecule/host molecule 
interaction forces characterized by rapid and repetitive measurements of the current or of the 
fluorescent light and double measurements and comparison/determination of the ratio in at 
least two measurement zones or calibration analogous to the method of the internal standard, 
using stable redox or IR-fluorescence-labelled analyte molecules in immunoassays and 
similar assays. 

2. Device [sic] in accordance with Claim 1 characterized in that the relevant partner of the 
highly selectively binding molecule pairs antibody (antibody fragment with binding 
site)/antigen, molecule/receptor, DNA strand/complementary DNA strand and foreign 
molecule/host molecule acting as the molecules or molecule associations recognising the 
analyte are distributed and immobilized on particular surfaces and in certain zones. 

3. Device in accordance with Claim 2 characterized in that the partner molecule 
complementary to the analyte is immobilized in two separate zones of a stationary support, 
the molecules in the first zone being saturated with the redox- or fluorescence-labelled 
analyte molecule at the beginning of an analysis so that all binding sites are blocked and the 
labelled analyte molecules are displaced on contact with the unlabelled analyte molecules in 
the sample, the displaced labelled analyte molecules being collected again within as small a 
volume as possible at another place of the device before being subjected to repetitive 
electrochemical or optical measurement until the desired signal/noise ratio is attained. 

4. Device in accordance with Claims 2 and 3 characterized in that, besides the displacement 
reaction, a competitive binding reaction may take place between the unlabelled analyte 
molecule in a sample and the redox- or fluorescence-labelled analyte molecule that must be 
added to every sample in a known ratio on partner molecules bound to the support, in which 
case the repetitive electrochemical or optical measurement can be carried out after the 
unbound molecules have been rinsed away and the sample matrix removed. 

5. Device in accordance with Claims 2-4 characterized in that the complementary analyte- 
recognising molecules concerned are immobilized on support surfaces that permit the 
repetitive electrochemical or optical measurement, that is, that allow either intimate contact 
with a planar three-electrode electrochemical measurement cell or the measurement of the IR 
fluorescent light. 

6. Device in accordance with Claims 2-5 characterized in that chromatographic stationary 
phases such as columns filled with adsorbent, RP-18-like materials, blotting paper strips, 
membrane filter strips based on cellulose and the like, which have capillary flow 
characteristics, are preferably used as support for the complementary molecules that 
recognise and selectively bind the analyte and are fixed in certain positions, besides the 
typical microtitre material polystyrene. 



7. Device in accordance with Claims 2-6 characterized in that there is at least one primary 
immunological zone (or in general a zone where the analyte is specifically bound), perhaps 
along with a second collection and accumulation zone, on a path traversed by the sample (a 
kind of affinity chromatography miniature column). 

8. Device in accordance with Claim 7 characterized in that the separation by affinity 
chromatography, displacement or competitive binding is either* effected in a planar manner, 
so that the planar three-electrode electrochemical measurement chain can have unimpeded 
contact with different surface zones and the optical measurement can also oscillate 
alternately between a support background and the measurement zones. 

9. Device in accordance with Claim 7 characterized in that there are narrowly circumscribed 
zones as a collection and accumulation phase downstream of the primary immunogenic zone 
(as defined above) in the direction of flow of the sample, which consist of the 
complementary molecules that recognise and bind the analyte concerned, but which have 
free binding sites and capture the redox-active or fluorescent analyte molecules so collected 
for repetitive measurement. 

10. Device in accordance with Claim 9 characterized in that the second collection and 
accumulation zone takes advantage of the lipophilic nature of the labelled analyte molecules 
by using a lipophilic zone with a surface saturated with oil or wax or RP-18 material instead 
of the appropriate complementary molecules, with a lipophilic counterion being added to this 
phase to form an ion pair in the case of an ionic analyte. 

1 1 . Device in accordance with Claim 9 characterized in that the collection and accumulation 
phase for the labelled analyte molecules displaced from the primary reaction zone takes the 
form of a dialysis membrane chosen according to the molar mass of the labelled analyte 
molecule positioned at a certain distance from the primary reaction zone, and on which it is 
possible to make electrochemical measurements both in position by means of connected 
electrodes and after dismantling. 

12. Device in accordance with Claim 1 1 characterized in that this dialysis membrane also has 
the complementary molecules that bind the analyte immobilized on the first part of the 
surface relative to the direction of flow. 

13. Device in accordance with Claim 9 characterized in that the collecting and accumulating 
zone is produced using heat and transporting gas to evaporate the solvent at the end of the 
path run by the sample. 

14. Device in accordance with Claims 2-13 characterized in that the primary zone for the 
recognition and binding of the analyte and the separate collection and accumulation zone lie 
within a test-strip-like support with capillary forces, so that the transport of the liquid sample 
through the different zones can be effected by these forces without the need for an 
external pump, the evaluation being made with redundancy over sections with 
proportionality to concentration or with integral signals over the characteristic sections of the 
path. Here, the evaluation instrument is a scanner with optical or electrical measurement. In 
the case of electrochemical "scanning", cylindrical working electrodes are used. 



* Translator's note: There is in fact no "or" in this sentence to introduce an alternative. 



15. Device in accordance with Claims 2-14 characterized in that the measurement of the 
concentration of the redox-labelled analyte molecules on the appropriate surface zones of the 
device of the invention is effected by the electrochemical method of rapid cyclic 
voltammetry or some other method that works with no net turnover (consumption of 
substance), by means of a planar three-electrode measurement cell that is pressed on to these 
zones together with an appropriate base electrolyte (principle of the thin film measurement 
cell). 

16. Device in accordance with Claim 15 characterized in that instead of a macro working 
electrode made of a noble metal such as platinum, gold or the like, the planar 

or quasi-planar three-electrode electrochemical measurement cell has an ultramicro electrode 

array of the same materials with diameters of the individual electrodes of 

< 10 mm, so as to reduce the sharply rising capacitative current in the rapidly repeated cyclic 

voltammograms. 

17. Device in accordance with Claim 15 and 16 characterized in that the working electrode or 
the ultramicro electrode array used for this purpose is integrated into the relevant zones of 
the assay. 

18. Device in accordance with Claims 15-17 characterized in that the cyclic voltammogram 
with a high repetition rate in the range of 1 to » 100 Hz is recorded in an electronic 
averaging device rather than with the usual X-Y recorder, the averaging device being wired 
up so that the digitized current signals for both signs of potential are added in a single 
channel proportional to the potential, which, because of the different signs of the capacitative 
component of the current in the different directions of change, results in almost 1 00% 
compensation of this interfering non-faradaic current, while the concentration-dependent 
peak currents of the redox molecules appear at different potentials and so do not balance out. 

19. Device in accordance with Claim 18 characterized in that the ultra-micro electrode array 
is used as working electrode. 

20. Device in accordance with Claims 15-19 characterized in that the measurement procedure 
for an analyte is" carried out automatically under computer control in such a way that both the 
amount of sample taken up by the apparatus and the collection time are kept to reproducibly 
and the repetitive electrochemical measurement is always carried out with the same number 
of addition cycles, depending on the signal/noise ratio. 

21. Device in accordance with Claim 21 characterized in that redox systems with an 
especially high standard exchange current density that are soluble in the solvent concerned or 
in the sample matrix are used as redox labelling molecules that bind covalently with the 
analyte molecules. 

22. Device in accordance with Claim 21 characterized in that water-soluble, stable and 
keepable ferrocene derivatives, ruthenium complexes , hydroquinones, hexacyanoferrate 
(II/III), iodine/iodide and the like that are linked to the analyte molecule via spacer 
molecules are used as especially reversible redox systems. 



23. Device in accordance with Claims 2-14 characterized in that the labelling molecules used 
for repetitive optical detection are special stable molecules that can be stored and absorb 
light of wavelength > 700 nm, re-emitting it as fluorescent light at longer wavelengths. 

24. Device in accordance with Claim 23 characterized in that the bis-isothiocyanate 
derivative of 2-[4'-chIoro-7'-(3''-ethyl-2-''-benzothiazolinyliden)-3'-5'-(l'''-propanedyl)- 
r,3',5'-heptatrien-ryl]-3-ethylbenzothiazolium bromide, porphyrin derivatives with large 2n 
+ 1 pi electron systems or phthalocyanins, which are characterized by particularly high 
extinction coefficients, are used as the molecule class for advantageous IR-fluorescence 
labelling. 

25. Device in accordance with Claims 2-14 characterized in that the repetitive optical 
measurement fed to the averaging device is obtained by making alternating measurements on 
the fluorescent surface zone to be measured and on the support background at a position that 
is not covered with the collecting phase or the complementary molecules, which can be 
achieved by relative motion of the optical beam. 

26. Device in accordance with Claims 2-14 characterized in that an intermittently operated 
laser diode in the IR wavelength region with high radiation density that is monochromatic 
and free from scattered light, together with a lock-in amplification technique, is used for 
optical excitation in place of a white light source with a monochromator. 

27. Process for determining the concentration of one partner of a complementary pair of 
molecules that recognise one another selectively (antibody/antigen, receptor/receptor 
molecule, DNA sequence/complementary DNA strand, foreign molecule/host molecule) by 
an immunoassay in accordance with Claims 1-26 characterized in that redox- and 
fluorescence-labelled analyte molecules are used and the electrochemical or optical 
measurement of the distribution of these labelled molecules in the different zones of the test 
device is carried out without loss of material, so that any number of repeated measurements 
is possible. 

28. Process in accordance with Claim 1 and 27 characterized in that the repetitive 
measurements are fed reproducibly to a signal averaging device so that the signal-to-noise 
ratio between the Faraday current and the background and between the surface with the 
fluorescent molecules and the free surface of the support is decisively improved. 

Figure captions and legends 

[to be read in conjunction with a copy of the original document] 
Figure 1 
Key to legend: 
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Figure 2 
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Fluorescence spectrum: [26] Porphyrin-(3.3.3.3) 



Ordinate: Emission intensity (%) 
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Excitation wavelength: X = 546 nm 




Figure 4 (bottom) 

Fluorescence spectrum: [34] Porphyrin-(5.5.5.5) 

Ordinate: Emission intensity (%) 
Abscissa: Wavelength (nm) 

Excitation wavelength: X = 578 nm 

Figure 6a 

Synthesis of 3-ferrocenylpropionic acid 
Figure 6b 

Synthesis of amino-functionalized triazine derivatives 
Figure 6c 

Reaction of 3-ferrocenylpropionic acid with an amino-functionalized triazine to form a 
conjugate 

Figure 7 

Current intensity: 15 jaA/cm, scan rates: 

A: 160mV/sec 
B: 80mV/sec 
C: 26.7 mV/sec 
D: 13.3 mV/sec 

Figures 8a, 8b t 8c t 8d t 8e 

Method: Cyclic voltammetry * 

STROM = Current 

SPANNUNG = Voltage 

Umkehrpunkt der Spannung = Turning point of voltage 
Figure 9 

Ordinate: Current 
Abscissa: Voltage 

Figure 10, 10b 

Ordinate: Current (^A) 
Abscissa: Voltage (V) 



